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RESUMO

A fenilcetontiria é considerada um erro inato do metabolismo associado a fenilalanina. E
causada por mutacdes no gene que codifica a enzima hepatica fenilalanina hidroxilase, que ¢é
responsavel pela conversao de fenilalanina em tirosina. A auséncia dessa enzima no organismo
leva ao acumulo de fenilalanina no sangue, cérebro e tecidos. O excesso ¢ neurotoxico levando
a defeitos no desenvolvimento neuromotor e neurocognitivo. O tratamento basico consiste no
consumo de alimentos com baixo teor proteico associado a um substituto proteico isento ou
com taxas muito baixas de fenilalanina. Portanto, ¢ essencial dispor da informagdo sobre a
quantidade de fenilalanina presente em alimentos para manter concentracdes séricas de
fenilalanina de acordo com as recomendagdes e sobre as tolerancias individuais. Com base no
tridngulo de composi¢ao de alimentos da AOAC, a farinha de trigo foi o produto selecionado
para esse estudo, embora seja considerada um alimento restrito na dieta dos fenilcetonuricos.
Isso porque ela pertence a um setor, desse tridngulo, no qual os alimentos possuem quantidade
de proteina de 0 a 33% e, nesse contexto, um método analitico validado ¢ aplicavel a outros
alimentos que pertencem a esse mesmo setor. Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho
foi otimizar e validar um método analitico para quantificar fenilalanina em farinha de trigo
empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta. A proteina
presente na farinha de trigo foi hidrolisada em acido cloridrico 6 M com fenol durante 22 horas
e temperatura de 110 °C. Os aminoacidos livres foram derivatizados com fenilisotiocianato. A
linearidade encontrada foi na faixa de 0,20 a 0,95 nmol/mL (correspondentes a 49,97 a 237,34
mg/100g de fenilalanina em farinha de trigo), com efeitos de matriz significativos. As
porcentagens de recuperacao médias para os niveis estudados correspondentes a 62,46, 124,92
e 224,85 mg/ 100g de fenilalanina em farinha de trigo foram de 97,56%, 93,57% e 87,49%,
respectivamente. Os desvios padrdo relativos para esses mesmos niveis estudados sob
condicdes de repetitibilidade e de precisao intermediaria foram de 4,49%, 6,32% ¢ 4,31% e de
4,90%, 6,95% e 5,11%, respectivamente. O limite de deteccdo foi de 3,20 mg/100g e o de
quantificagdo de 12,80 mg/100g. Os parametros de desempenho estudados indicaram
adequacgdo do método para o monitoramento e controle de teores de fenilalanina em farinha de

trigo.

Palavras-chave: fenilalanina; fenilcetontiria; cromatografia liquida de alta eficiéncia; validacao

de métodos.



ABSTRACT

Phenylketonuria is considered an inborn error of metabolism associated with
phenylalanine. It is caused by mutations in the gene that encodes the liver enzyme PAH, which
is responsible for converting phenylalanine to tyrosine. The absence of this enzyme in the body
leads to the accumulation of phenylalanine in the blood, brain and tissues. Excess is neurotoxic
leading to defects in neuromotor and neurocognitive development. The basic treatment consists
of the consumption of foods with low protein content associated with a protein-free substitute
or with very low levels of phenylalanine. Therefore, it is essential to have information on the
amount of phenylalanine present in foods to maintain serum phenylalanine concentrations in
accordance with recommendations and individual tolerances. Based on the AOAC food
composition triangle, wheat flour was selected for this study, although it is considered a
restricted food in the diet of phenylketonurics. This is because it belongs to a sector of this
triangle, in which foods have a protein content of 0 to 33% and in this context, a validated
analytical method is applicable to other foods that belong to this same sector. In view of the
above, the objective of the present work was to optimize and validate an analytical method to
quantify wheat flour using high performance liquid chromatography with an ultraviolet
detector. The protein present in the wheat flour was hydrolyzed in 6 M hydrochloric acid with
phenol for 22 hours at a temperature of 110 °C. Free amino acids were derived with
phenylisothiocyanate. Linearity found was in the range 0f0.20 to 0.95 nmol/mL (corresponding
to 49.97 to 237.34 mg/100g of phenylalanine in wheat flour), with significant matrix effects.
The average recovery percentages for the levels studied corresponded to 62.46; 124.92 and
224.85 mg/100g of wheat flour phenylalanine were 97.56%, 93.57% and 87.49%, respectively.
The relative standard deviations for these same levels studied under repeatability and
intermediate precision conditions were 4.49%, 6.32% and 4.31% and 4.90%, 6.95% and 5.11%,
respectively. The detection limit was 3.20 mg/100g and the quantification limit was 12.80
mg/100g. The performance parameters studied indicated the suitability of the method for

monitoring and controlling phenylalanine levels in wheat flour.

Keywords: phenylalanine; phenylketonuria; high performance liquid chromatography; Method

validation.
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1 INTRODUCAO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) s3o disturbios de natureza genética que
geralmente correspondem a um defeito enzimatico capaz de acarretar a interrup¢ao de uma via
metabolica. Ocasionam, portanto, alguma falha de sintese, degradacdo, armazenamento ou
transporte de moléculas no organismo (EL HUSNY; FERNADES-CALDATO, 2006). As
aminoacidopatias s3o EIM de aminoacidos, sendo que a fenilcetontiria (PKU) é o que ocorre
com mais frequéncia e estd associada ao metabolismo da fenilalanina (PHE) (BRASIL, 2019).
A PHE ¢ um aminoécido nutricionalmente essencial, ou seja, deve ser obtido por meio da
alimentacdo e ¢ indispensavel a sintese protéica em tecidos de mamiferos. No organismo, a
maior parte € oxidada primariamente em tirosina, pela enzima fenilalanina hidroxilase (PAH),
tendo como co-fator a tetraidrobiopterina (BH4) (MARTINS et. al., 2006).

A PKU ¢ uma doenca genética, autossdmica recessiva, causada por mutagdes no gene
que codifica a enzima hepatica PAH. A auséncia ou atividade deficiente dessa enzima impede
a conversao de PHE em tirosina, causando acimulo de PHE no organismo. Dependendo do
grau de atividade de funcionamento da enzima PAH, niveis variados e crescentes de PHE
podem ocorrer no sangue, cérebro e tecidos, sendo o excesso neurotdxico e levando a defeitos
no desenvolvimento neuromotor e neurocognitivo (BRASIL, 2019). Dessa forma, os pacientes
podem desenvolvem deficiéncia intelectual grave, epilepsia e problemas comportamentais,
psiquiatricos e de movimento, bem como leve pigmentagao da pele, olhos e cabelos, eczema e

odor de mofo (VAN SPRONSEN et. al., 2021).

O diagnostico da PKU deve ser preferencialmente realizado no periodo neonatal, antes
do aparecimento dos sintomas clinicos, uma vez que a lesdo neurologica ¢ irreversivel
(SOARES, 2014). Aqui no Brasil, o exame de triagem ¢ conhecido como teste do pezinho, que
deve ser realizado preferencialmente, entre o 3° e 5° dia de vida (NUPAD, 2022). Existem varias
formas de classificagdo da PKU. Os critérios geralmente incluem as concentragdes plasmaticas
da PHE no diagndstico (paciente ainda sem tratamento), na tolerancia a PHE e no grau de
deficiéncia da PAH (BRASIL, 2019). As formas menos graves de deficiéncia de PAH sao
chamadas hiperfenilalaninemia (HPA) leve, cuja concentracdo sanguinea de PHE ¢ de 120-360
pumol/L. J& as formas mais graves sdo chamadas de PKU classica cuja concentrag¢do sanguinea

de PHE ¢ maior que 360 pmol/L (VAN SPRONSEN et. al., 2021).

Se identificada como positiva a doenga, o tratamento deve ser iniciado imediatamente,

o qual ¢ essencialmente dietético, sendo esse abordado em trés aspectos: restricdo da ingestao
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de proteina natural, suplementagdo com mistura de aminoacidos isentos de PHE e consumo de

alimentos com baixo teor proteico.

Atualmente, o que tem disponivel de dados sobre o teor de PHE nos alimentos advém
da obrigatoriedade das industrias de alimentos a encaminhar 8 ANVISA a quantidade de PHE
presente em alimentos com teor de proteina entre 0,10 a 5,00%, conforme a RDC n° 617, de 9
de marco de 2022 (BRASIL, 2022). Com esses dados, a ANVISA desenvolveu um painel de
conteido de PHE em alimentos, tanto in natura quanto industrializados, com o intuito de guiar
e ser referéncia para profissionais de saide que prescrevem, elaboram dietas e realizam o

acompanhamento clinico desses pacientes (ANVISA, 2012).

Ainda existe uma escassez de informagdes sobre o conteido de PHE em diversos
alimentos. Contudo, ¢ de extrema importancia, dispor da informagao sobre a quantidade de PHE
em produtos alimenticios naturais e processados incluidos nas dietas desses pacientes. Pois isso
contribui para um melhor monitoramento das concentragdes de PHE no sangue dos pacientes
fenilcetonuricos, a fim de manter de acordo com as recomendacdes ¢ sobre as tolerancias

individuais (MACDONALD et al., 2020).

Nesse contexto, ha uma necessidade de quantificar o teor de PHE de uma gama de
alimentos, a fim de ampliar a possibilidade de novas dietas para esses pacientes, visando uma

melhora na terapia nutricional e a integragao social desses individuos.

Em alimentos, a escolha do melhor método de analise € uma etapa muito importante,
pois o alimento ¢, geralmente, uma amostra muito complexa, em que os varios componentes da
matriz podem estar interferindo entre si (CUNHA, BARONI e CUNHA, 2011). Portanto, ¢
essencial quantificar a PHE empregando técnicas analiticas modernas, que sdo capazes de

determinar quantidades precisas e exatas presentes nos alimentos.

Diferentes técnicas cromatograficas podem ser utilizadas para determinar o teor de PHE
nos alimentos, tais como cromatografia liquida e gasosa, acopladas a diferentes detectores como
ultravioleta, fotodiodo, fluorescéncia e espectrometria de massa (BAI et al., 2019;
LIYANAARACHCHTI et al., 2018; PALOMINO-VASCO et al., 2019; TASAKIS; TOURAKI,
2018; TSOCHATZIS; PAPAGEORGIOU; KALOGIANNIS, 2019; ZHANG et al., 2018.).
Além de técnicas cromatograficas também sdo utilizadas a espectrofotometria e eletroforese

capilar (CARREIRA et. al. 2009; PASSOS; CIESLAROVA; SIMIONATO, 2016).
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢ uma técnica que permite a
separacao, identificacdo e quantificagdo de uma grande quantidade de compostos presentes em
varios tipos de amostras, em poucos minutos, com alta resolu¢do, eficiéncia e sensibilidade
(COLLINS et al., 2006).

Antes da analise de aminoacidos, as proteinas precisam ser hidrolisadas a fim de obter
os aminoacidos livres constituintes. O método mais comumente aplicado ¢ a hidrdlise por
digestdio com um 4cido inorganico forte (TSOCHATZIS; PAPAGEORGIOU;
KALOGIANNIS, 2019). Ainda, a maioria dos aminoacidos ndo possui capacidade de absor¢ao
no ultravioleta tornando necessario uma etapa de derivatizacdo (ZHENG et. al., 2015), que
consiste basicamente de uma reacdo quimica, que gera novos produtos com melhores
propriedades cromatograficas, por exemplo.

A fim de garantir a qualidade necessdria aos resultados analiticos, os métodos
cromatograficos devem ser validados de acordo com procedimentos muito bem definidos
(LANCAS, 2004). Validagdo do método ¢ basicamente confirmar que o método em
consideragdo tem recursos consistente com o que a aplicacdo requer (EURACHEM, 2014).

Para demonstrar a aplicabilidade, a uma variedade de alimentos, de um método analitico
validado foi desenvolvido o tridngulo de composicao de alimentos da AOAC, o qual ¢ dividido
em nove setores, baseado na composicdo de macronutrientes das matrizes alimentares.
Contudo, se um método analitico fornecer resultados precisos para um alimento testado,
também deve fornecer resultados precisos para os outros alimentos desde que se enquadrem no
mesmo setor (AOAC, 1993; WISE; PHILLIPS, 2019). A farinha de trigo, embora seja
considerada um alimento restrito nas dietas para os pacientes fenilcetonuricos, encaixa-se no
setor 5 do tridngulo de composicao de alimentos da AOAC, cuja as quantidades de proteina e
gordura variam de 0 a 33% e carboidrato de 67 a 100%. Portanto, esse setor compreende varios
alimentos, in natura e industrializados, que podem ser consumidos por fenilcetonuricos.

Diante deste contexto, foi otimizado e validado um método analitico cromatogréafico
para a quantificagdo de PHE em farinha de trigo empregando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo no ultravioleta (UV). Esse estudo possibilitard a aplicacdo desse
método analitico para uma variedade de alimentos, dentro do setor 5 do tridngulo de

composi¢do de alimentos da AOAC.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Otimizar e validar uma metodologia analitica empregando cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detec¢do no UV para quantificar o teor de fenilalanina em farinha de trigo.

2.2 Objetivos especificos

e Otimizar as condi¢des experimentais para realizar a hidrolise acida da proteina presente
na farinha de trigo;

e Otimizar as condigdes experimentais do método cromatografico;

e Validar o método otimizado cromatografico, incluindo os parametros linearidade,
seletividade e efeitos de matriz, recuperagdo, precisdo e limites de deteccao e

quantificagao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Erros Inatos do Metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo disturbios de natureza genética que
geralmente correspondem a um defeito enzimatico capaz de acarretar a interrup¢ao de uma via
metabolica. Ocasionam, portanto, alguma falha de sintese, degradagdo, armazenamento ou
transporte de moléculas no organismo (EL HUSNY; FERNADES-CALDATO, 2006). O
primeiro EIM foi descrito por Archibald Garrod em 1902, que destacava os aspectos genéticos
das doengas. Portanto, esses EIM s3o considerados a causa das doencas metabdlicas
hereditarias. Atualmente, estima-se que existem mais de 700 EIM e que podem ser classificadas
de wvarias maneiras. Dentre elas, pode-se citar doencas de pequenas moléculas
(aminoacidopatias, distirbios do ciclo da uréia, acidemias organicas, distirbios da oxidagao de
acidos graxos, disturbios de purinas e pirimidinas e disturbios do metabolismo de metais) e
doencas de grandes moléculas (como distirbios de armazenamento lisossomico, disturbios de
armazenamento de glicogénio, disturbios peroxissomais e distarbios congénitos de
glicosilacao) (FERREIRA; VAN KARNEBEECK, 2019).

O diagndstico precoce, muitas vezes detectaveis ja na triagem neonatal, contribui para
impedir o agravamento e a irreversibilidade dos sintomas (EL HUSNY; FERNADES-
CALDATO, 2006). As manifestacdes clinicas podem ter inicio desde a vida embriondria até a
vida adulta e constituem um quadro de intoxicagdo aguda caracterizado por vOmitos,
desidratacdo, acidose metabdlica, alcalose respiratéria, hipoglicemia, hiperglicemia,
hepatomegalia, ictericia, hiperamonemia, letargia e coma, entre outros (MARTINS et. al.,
20006).

O tratamento depende muito do erro inato do metabolismo responsédvel pela doenga e,
assim como o diagndstico, quando realizado de forma precoce, torna-se essencial para a
melhora das condigdes da doenca. Por exemplo, o tratamento que envolve a dieta esta
direcionado para a reducdo de substrato acumulado, para a suplementacdo de um produto, para
a estimulagdo do bloqueio metabdlico com co-fatores ou precursores enzimaticos, ou ainda para
a desintoxicac¢do por metabolitos (EL HUSNY; FERNADES-CALDATO, 2006).

Essa medida pode salvar a vida de muitos pacientes com EIM que sdo passiveis de

tratamento, modificando assim a vida do paciente e seus familiares (MARTINS et. al., 2006).
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3.2 Fenilcetonuria

A fenilcetonuria (PKU) é uma aminocidopatia, ou seja, ¢ um distirbio causado por um
EIM de aminoacidos. A PKU foi descoberta por Asbjorn Folling em 1934 que detectou corpos
de fenilcetona na urina de individuos afetados, responsaveis por um odor caracteristico (VAN
WEGBERG et. al., 2017). Jervis, em 1947, sugeriu que o erro metabolico em PKU era a
inabilidade de converter a PHE em tirosina (MARTINS et. al., 2006). Além disso, ¢ sabido que
a PKU ¢ um EIM de heranca autossomica recessiva. Sendo assim, o protocolo clinico e
diretrizes terapéuticas da PKU, define como uma doenga genética, autossdmica recessiva
caracterizada por mutacdes no gene que codifica a enzima hepatica fenilalanina hidroxilase
(PAH). Essa enzima ¢ responsavel pela hidroxilagdo da PHE, que requer também do cofator
BH4, oxigénio molecular (O2) e ferro (Fe?"), para a conversio em tirosina. Durante a
hidroxilacdo, o BH4 ¢ oxidada a um intermedidrio 4a-hidroxi-BH4, que ¢ subsequentemente
regenerado de volta para BH4 via quinonoide (q) dihidrobiopterina pelas enzimas 4a-
carbinolamina-desidratase (PCD) e pela dihidropteridina redutase dependente de NADH
(DHPR). BH4 ¢ sintetizado a partir de trifosfato de guanosina (GTP) por trés enzimas adicionais
a saber: GTP ciclo-hidrolase I (GTPCH), 6-piruvoil-tetra-hidropterina sintase (PTPS) e
sepiapterina redutase (SR). Mutacdes em genes que codificam para PCD, DHPR, GTPCH,
PTPS e SR resultam em deficiéncia de BH4 (BLAU et. al., 2010) (Figura 1).

Figura 1. Hidroxilac¢ao da fenilalanina.
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Dependendo do grau de atividade de funcionamento da enzima PAH, niveis variados e
crescentes de PHE podem ocorrer no sangue, cérebro e tecidos, sendo o excesso neurotdxico e
levando a defeitos no desenvolvimento neuromotor e neurocognitivo (BRASIL, 2019).
Concomitantemente, ocorre uma deficiéncia de tirosina, que possui varios destinos
metabolicos, incluindo a produgdo dos neurotransmissores dopamina, adrenalina e
norepinefrina, conversdo em tiroxina na glandula tireoide e em melanina nos melandcitos, e
catabolismo completo em acetoacetato (uma cetona) e taxa de fumarato (um intermediario do
ciclo de Krebs) para ser utilizado como energia (VAN SPRONSEN et. al., 2021).

Na literatura estao descritos possiveis mecanismos pelas quais concentracdes elevadas
de PHE no cérebro causam disfun¢do. Foram mostrados em dois estudos, tanto in vitro
(HORSTER et. al.; 2006) quanto in vivo (SCHLEGEL et. al., 2016), que a densidade de
sinapses ¢ drasticamente reduzida na PKU. Além disso, a PHE pode prejudicar a sintese de
colesterol (através da inibi¢do da atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase) ou de
outros lipidios cerebrais e, assim, interferir na producao de mielina (VAN SPRONSEN et. al.,
2021). Também foi observada a redugdo da taxa de metabolismo cerebral da glicose em um
estudo realizado com camundongos hiperfenilalaninémicos causando grave comprometimento
da memoria e anormalidades comportamentais (WINN ez. al. 2016; VAN SPRONSEN et. al.,
2021). A passagem de aminoacidos aromaticos (PHE, tirosina e triptofano) e outros grandes
aminoacidos neutros (incluindo leucina, isoleucina, valina, metionina, treonina e histidina), da
circulagdo para o cérebro através da barreira hematoencefalica, ¢ facilitada pelo transportador
de aminoacidos LAT1 (VAN SPRONSEN et. al., 2021). No entanto, com o acumulo de PHE
no organismo, sugere-se o fluxo prejudicado de outros aminodcidos aromaticos e neutros,
levando a sua deficiéncia no cérebro (GROOT et. al., 2010). Isso contribui para uma deficiéncia
de neurotransmissores, como por exemplo serotonina, norepinefrina e dopamina, ja que esses
aminoacidos sdo substratos para a sintese dos mesmos (WINN etz. al. 2016; VAN SPRONSEN
et. al., 2021). Sabe-se que esses neurotransmissores estdo relacionados a sensacdes de alegria,
prazer, motiva¢ao e bem-estar geral. Esses sdo alguns mecanismos que explicam os distlrbios

neuromotores e neurocognitivos apresentados pelos pacientes fenilcetonuricos.

3.2.1 Epidemiologia

A prevaléncia de PKU varia entre etnias e entre diferentes regides geograficas em todo
o mundo, geralmente ¢ mais alta em populagdes brancas ou do leste asidtico, sendo que a média

de prevaléncia global ¢ estimada em 1:10.000 recém-nascidos (RN).
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Paises nos quais ocorrem com mais frequéncia casamento consanguineo, ou seja,
aqueles que ocorrem entre parentes proximos, a taxa de PKU ¢ maior. Por exemplo, na Turquia,
na provincia de Fars no Ira e na Republica Russa de Karachay-Cherkessia, a prevaléncia ¢ de
1:4.370, 1:4.698 e 1:850 RN, respectivamente (VAN SPRONSEN et. al., 2021). A prevaléncia
na América do Sul varia de aproximadamente 1:25.000-50.000 nascidos vivos, com
prevaléncia menor no Norte do que no Sul do continente (BORAJO, 2007).

Segundo informagdes referentes aos servicos de referéncia em triagem neonatal dos 27
estados brasileiros, foi encontrada uma incidéncia de 1:25.326 RN. Conforme o Ministério da
Saude, 94 novos casos de PKU foram diagnosticados em 2016, o que corresponde a uma
incidéncia de 1:30.402 RN, considerando que houve 2.857.800 nascimentos no Brasil naquele

ano (BRASIL, 2019).

3.2.2 Diagnéstico e tratamento

O diagnostico da PKU deve ser preferencialmente realizado no periodo neonatal, antes
do aparecimento dos sintomas clinicos, uma vez que a lesdo neurologica ¢ irreversivel
(SOARES, 2014). Atualmente, ha implementagdo da triagem neonatal para PKU na maioria
dos paises/regides do mundo (VAN SPRONSEN et. al., 2021). Aqui no Brasil, o exame de
triagem ¢ conhecido como teste do pezinho, que deve ser realizado preferencialmente, entre o
3° e 5° dia de vida (NUPAD, 2022). Esse exame faz parte do Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PTNT), sendo realizado a partir de amostras de sangue retiradas do calcanhar do
recém-nascido e colhidas em papel de filtro (SOARES, 2014). Apds ¢ realizada a analise
bioquimica para a avaliagdo das concentragdes de PHE no sangue. Existem diferentes
metodologias de triagem laboratorial, como por exemplo, o ensaio de inibicdo bacteriana (teste
de Guthrie), microensaio fluorimétrico e espectrometria de massas (VAN SPRONSEN et. al.,
2021).

A HPA, nome dado a elevados niveis séricos de PHE, é considerada anormalidade
bioquimica central da PKU, na qual as concentragdes normais de PHE no sangue (35—
120pmol/L) sdo excedidas (VAN SPRONSEN et. al., 2021).

Existem vérias formas de classificacio da PKU. Os critérios geralmente incluem as
concentragdes plasmaticas da PHE no diagnostico (paciente ainda sem tratamento), na
tolerancia a PHE e no grau de deficiéncia da PAH (BRASIL, 2019). Considerando as primeiras
diretrizes europeias, quando o paciente ainda sem tratamento apresentar niveis séricos entre 120

e 360 umol/L ¢ classificado como HPA leve; se for acima de 360 umol/L ¢ classificado como
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fenilcetontrico, que pode ser categorizado como BH4 responsiva ou BH4 nao responsiva (VAN
SPRONSEN et. al., 2021).

Se identificada como positiva a doenga, o tratamento deve ser iniciado imediatamente e
consiste basicamente em uma dieta baixa em PHE combinada com suplementos de L-
aminoacido livres isentos ou com muito baixa concentragdo em PHE (ANVISA, 2012). Dessa
forma, ird prevenir o acimulo excessivo de PHE no sangue e manter a neurocognicao ¢
funcionamento psicossocial normais.

A PHE ¢ um aminoacido essencial, ou seja, aquele que deve ser obtido através da
alimentacdo. Diferentes alimentos contém diferentes quantidades de PHE. Em fontes de
proteina animal (por exemplo, carne, peixe, leite e ovos) e cereais (por exemplo, farinha de
trigo e cereais matinais), geralmente a quantidade de alimento calculada para fornecer 1 g de
proteina fornecera aproximadamente 50 mg de PHE. Ja frutas e vegetais geralmente contém um
teor de PHE menor e mais variavel, entre 20 a 40 mg por 1 g de proteina (MACDONALD et.
al., 2020).

Portanto, o tratamento dietético compreende trés aspectos: restricdo da ingestdo de
proteina natural, suplementagdo com mistura de aminodcidos isentos de PHE e consumo de
alimentos com baixo teor proteico.

Entretanto, o manejo dietético ¢ complexo e desafiador, uma vez que, a dieta ¢
extremamente restritiva e as formulas isentas de PHE apresentam odor e paladar caracteristicos,
sendo pouco palataveis (SOARES, 2014). Além disso, deve ser mantida por toda a vida. Na
PKU, ¢ comum que as concentragdes sanguineas de PHE estejam fora dos limites ideais,
principalmente em adolescentes e adultos, indicando adesdo inadequada ao tratamento
(MACDONALD et. al., 2010). O controle e a adesdo ao tratamento devem ser monitorados
pelos resultados de coletas sanguineas frequentes, e pela avaliagdo dos registros alimentares de

setenta e duas horas (SOARES, 2014)

3.2.3 Legislacao

A RDCn° 617, de 9 de marco de 2022, dispde sobre a obrigatoriedade da realizagdo de
analises laboratoriais e da transmissao de informagdes sobre os teores de fenilalanina em
alimentos industrializados com teor de proteina entre 0,10% e 5,00% (BRASIL, 2022). Por sua
vez, a Anvisa disponibiliza as informagdes em seu sitio eletronico, recebidas das empresas
responsaveis pelos alimentos, in natura e industrializados, abrangidos por esta resolu¢do. As

informacgdes sdo disponibilizadas por meio de um painel com opgdes de consulta por produto,
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marca e categoria, além da possibilidade da busca pela quantidade especifica de PHE.
Atualmente, o painel contém dados de PHE de 74 alimentos in natura e mais de 2.000 produtos
industrializados.

Dispor dessas informagdes, sobre a quantidade de PHE presente em alimentos, ¢é
essencial para contribuir com o controle de niveis séricos de PHE e, consequentemente, visa
uma melhora na terapia nutricional e a integracao social desses individuos. Portanto, esse painel
serve de guia e de referéncia aos profissionais de satde que prescrevem, elaboram dietas e

realizam o acompanhamento clinico desses pacientes (ANVISA, 2012).

3.3 Metodologia Analitica

3.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia ¢ uma técnica fisico-quimico de separagdao dos componentes de uma
mistura, realizada através da distribuicao desses componentes em duas fases, que estdo em
contato intimo. Uma das fases permanece estacionaria, enquanto a outra se move através dela.
(COLLINS et al., 2006).

A CLAE ¢ uma das técnicas mais utilizadas em diferentes tipos de laboratérios, como
farmacéutico, quimico e bioquimico, dentre outros. A CLAE utiliza instrumentos muito
sofisticados que podem ser totalmente automatizados. E um tipo de cromatografia liquida que
emprega pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente preparados e uma fase mével
que ¢ cluida sob altas pressoes. A separacao dos componentes da mistura ocorre na coluna
cromatografica. Ela tem a capacidade de realizar separagdes e analises quantitativas de uma
grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em poucos minutos,
com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade. A detec¢do continua e com grande
reprodutibilidade na CLAE eleva ambas as andlises, quantitativa e qualitativa, a um alto nivel
de exatiddo e precisdo (COLLINS et al., 2006).

Um sistema basico de CLAE, consta das partes indicadas no esquema da Figura 2.
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Figura 2. Sistema basico de CLAE.
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Fonte: CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000.

3.3.2 Detector Ultravioleta

O detector cromatografico ¢ a parte do equipamento responsavel por transformar um
atributo fisico ou quimico, do soluto ou da fase mével, em um sinal mensuravel correspondente
a concentracao ou identidade (SWARTZ, 2010).

Para a escolha de um detector devem ser considerados critérios como: sensibilidade,
detectabilidade, linearidade, repetibilidade, forma do pico, vazao, temperatura e facilidade de
operagdo (CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000).

O detector UV responde a analitos que absorvem na luz UV em um determinado
comprimento de onda. Os detectores de UV sdo geralmente considerados como especificos,
respondendo apenas a compostos com cromoforos (SWARTZ, 2010). Pode-se definir como
croméforo uma substancia que tem muitos elétrons capazes de absorver energia ou luz visivel,
e excitar-se para assim emitir diversas cores, dependendo dos comprimentos de onda da energia
emitida pelo cambio de nivel energético dos elétrons, de estado excitado a estado basal.

Os detectores de UV podem ser de comprimento de onda fixo; comprimento de onda
varidvel e de arranjo de diodos (DAD — Diode Array Detector).

Neste trabalho, o tipo de detector utilizado foi o UV de comprimento de onda variavel.
Esse tipo de detector consiste de um monocromador em conjunto com um espectro de luz
continua, ldmpada de deutério ou xendnio. Esse sistema fornece uma selecdo infinita de

comprimento de onda e, consequentemente, aumenta o universo de um detector (Figura 3).
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Figura 3. Detector UV de comprimento de onda fixo.
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Fonte: CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000.

A concentracdo da amostra na célula de fluxo estd relacionada com a fracao de luz
transmitida da célula de acordo com a Lei de Beer. Essa lei estabelece relagdo entre
transmitancia, espessura da amostra e concentracdo das espécies que absorvem, através da
seguinte equacdao (CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000):

logio(lo/I) = kch = A

Onde:

I = luz transmitida;

Io = luz incidente;

k = constante caracteristica do soluto;

c= concentra¢ao do soluto;

b = comprimento do caminho Optico através da amostra;

A = absorvancia.

3.4 Derivatizacio

A derivatizacdo consiste basicamente de uma reacdo quimica de modificacdo de
compostos a fim de gerar novos produtos com melhores propriedades cromatograficas. Como

a maioria dos aminoacidos nao possui capacidade de absorcao de ultravioleta ou fluorescéncia,
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sua andlise geralmente requer uma etapa de derivatizagdo. Assim, a derivatizacdo pode ser
explorada para uma andlise mais sensivel e seletiva de aminodcidos (ZHENG et. al., 2015).

Essa etapa de derivatizacdo pode ser realizada pré ou pos-coluna. A derivatizacao pré-
coluna deve satisfazer algumas condigdes, tais como boa estabilidade e compatibilidade do
reagente de derivatizacdo com a fase movel; sem precipitagdo ou geracdo de gas durante a
reacao de derivatizagao; e boa solubilidade na fase movel (PALOMINO-VASCO et al., 2019).

Diferentes reagentes tém sido utilizados como agentes de derivatizacdo, como cloreto
de dansila, o-ftalaldeido, 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato, fenilisotiocianato
(PITC) como derivados de feniltio-hidantoina, 9-Fluorenilmetoxicarbonilcloreto e 2,4-
dinitroclorobenzeno.

O PITC ¢ um reagente comum de derivagdo pré-coluna que tem sido amplamente
utilizado para detectar aminoacidos em sucos de laranja, vinho, vinagre, feijao verde, algas
comestiveis, tumores cerebrais humanos e ouricos-do-mar (ZHENG et.al., 2015). O PITC tem
como vantagem a capacidade de derivatizar aminas primarias e secundarias (SPANO et al.,
2009). Além disso, os derivados do PITC sao estaveis e facilmente detectdvel na regiao UV
(SPANO et al., 2009). A reacdo do PITC com aminoacidos (Figura 4) leva apenas 10 a 20
minutos, apos 0s quais, o excesso de reagentes pode ser facilmente removido sem interferir na

sensibilidade de detec¢dao (ZHENG et.al., 2015).

Figura 4. Reagao quimica do reagente derivatizante PITC com aminoacido.
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Fonte: Adaptado de ZHENG et. al., 2015

3.5 Valida¢ao de metodologia analitica

Validagcdo do método ¢ basicamente o processo de definir um requisito analitico e
confirmar que o método em consideragdo tem recursos consistente com o que a aplicagao requer
(EURACHEM, 2014). Portanto, a validacdo do método ¢ um requisito importante na pratica da
analise quimica. Para comprovar que os métodos sdo adequados para uma determinada
finalidade, o laboratorio deve validar: métodos ndo normalizados; métodos

criados/desenvolvidos pelo proprio laboratério; métodos normalizados usados fora dos escopos
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para os quais foram concebidos; amplia¢des e modificagdes de métodos normalizados (ISO/

IEC 17025).

O processo de validagao de um método deve estar descrito em um relatorio de validagao,
e os estudos para determinar os parametros de validagdo devem ser realizados com
equipamentos e instrumentos dentro das especificacdes, funcionando corretamente e calibrados
(INMETRO, 2020). Também ¢ de suma importancia que o analista responsavel pela realiza¢ao
dos estudos tenha conhecimento suficiente e seja competente, uma vez que, os resultados
fornecidos por ele tém grande impacto na sociedade. Por exemplo, testes que demonstrem que
os alimentos sdo improprios para consumo podem resultar em pedidos de indenizagdo; testes
que confirmem a presenca de drogas proibidas podem resultar em multas, prisdo ou mesmo, em

alguns paises, execu¢ao (EURACHEM, 2014).

Os parametros de desempenho devem estar claramente descritos no procedimento e

relatorio de validacao e devem incluir, quando aplicavel (INMETRO, 2020):
* Seletividade
* Linearidade / Faixa de trabalho / Faixa linear de trabalho / Sensibilidade
* Limite de Detec¢ao (LOD)
* Limite de Quantificagao (LOQ)
* Tendéncia/Recuperagao
* Precisdo (repetibilidade, precisao intermediaria e reprodutibilidade)

3.5.1 Seletividade

A seletividade analitica refere-se a medida em que o método pode ser usado para
determinar analitos particulares em misturas ou matrizes sem interferéncia de outros

componentes de comportamento similar (EURACHEM, 2014).

Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a tendéncia e a precisdo estardo

seriamente comprometidas (INMETRO, 2020).

Uma forma simples de verificar a seletividade de um método cromatografico ¢ observar
a presenga de picos na regido do tempo de retengdo do analito de interesse, injetando um branco
obtido com a mesma matriz a ser analisada (LANCAS, 2004). Deve-se ainda demonstrar que o

pico observado no tempo de reten¢do do analito de interesse possui apenas o componente, ou
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seja, ¢ realmente o analito analisado. Isso ¢ importante em decorréncia da possibilidade de co-
elui¢do do composto com outros interferentes, principalmente em andlises contendo muitos

compostos (LANCAS, 2004).

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da
medicdo. Esses interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, comprometendo o resultado.
Adicionalmente, a magnitude desse efeito também pode depender da concentragdo. Logo, no
estudo de seletividade ¢ necessario verificar também a existéncia de efeito de matriz

(INMETRO, 2020).

O procedimento adotado para o estudo do efeito de matriz depende da disponibilidade
do analito, da matriz sem o analito e de amostras de referéncia nas concentracdes de interesse.
Caso nao haja disponibilidade da matriz sem o analito, deve-se preparar duas curvas analiticas,
que contenham a mesma adi¢do de analito para cada nivel de concentragao. Uma curva ¢
preparada com adi¢do de analito na matriz da amostra (que ja contém um nivel do analito) e a
outra curva analitica ndo inclui a matriz de amostra. Devem ser preparados, no minimo, 5 niveis
de concentra¢dao com 3 replicatas, preparadas de modo independente, por nivel. Para resultado
comparam-se as inclinagdes (coeficientes angulares) das curvas analiticas obtidas. Se as
inclinagdes dessas duas curvas de regressdo linear ndo diferirem significativamente, ndo ha
efeito de matriz, o que pode ser observado graficamente pelo paralelismo aproximado das duas
curvas. Caso contrario, a curva analitica deve ser preparada na matriz. O tratamento estatistico

aplicado ¢ o Teste ¢ (Student) para inclinagdes das curvas (INMETRO, 2020).

Uma vez identificada a presenca de efeito matriz, o método de adigao-padrao deve ser

empregado.

3.5.2 Linearidade

Linearidade de um procedimento analitico € a sua habilidade (dentro de uma dada faixa)
em obter resultados os quais sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra (INMETRO, 2020). Na pratica, a linearidade ¢ determinada por intermédio de graficos
de calibragdo, seguidos de um tratamento estatistico. A variavel independente (eixo horizontal
ou x) relaciona-se as varias concentragdes preparadas do padrdo analitico da substincia de
interesse, € a dependente (eixo vertical ou y), ao sinal analitico obtido para cada concentragdo

do padrao (LANCAS, 2004).
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No limite inferior da faixa de concentracdo, o fator limitante ¢ o valor do limite de
quantificacdo (LOQ). No limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta
do equipamento de medicao (INMETRO, 2020). A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de
aplicagdo para a qual o ensaio vai ser usado e a concentragdo mais esperada da amostra deve,

sempre que possivel, se situar no centro da faixa de trabalho (INMETRO, 2020).

A linearidade pode ser obtida por padronizac¢do interna ou externa. A adigdo de um
padrado interno a cada solucao do padrao analitico consiste a corrigir possiveis desvios durante
o procedimento analitico, por exemplo, variagdes no volume de inje¢do entre uma concentragao

e outra, no caso de um método cromatografico (LANCAS, 2004)

Sao necessarios no minimo cinco niveis de concentragdo uniformemente distribuidos na
faixa de trabalho pretendida para construir a curva analitica. O nimero de replicatas analisadas
de cada concentracdo deve ser de no minimo trés, e, preferencialmente, com os niveis de

concentragdo analisados em ordem aleatéria (INMETRO, 2020).

Os graficos de calibragdo devem ser apresentados com a equagdo da reta, a analise de

regressdo e os dados de correlagao e determinagao (LANCAS, 2004).
A equagdo da reta ¢ determinada utilizando a seguinte equagao:
y=ax+b
em que:
y = variavel dependente
x = variavel independente
a = coeficiente angular
b = coeficiente linear

A regressdo linear ¢ determinada pelo método dos minimos quadrados. A correlagao &,
normalmente, calculada por intermédio do coeficiente » de Pearson, ou pelo coeficiente de

determinacio, ° (LANCAS, 2004)

Entretanto, a linearidade de um método ndo pode ser observada apenas por meio do
grafico dos resultados de resposta em fun¢do da concentragdo do analito. Antes de fazer a
regressao linear, deve ser verificada a auséncia de valores aberrantes (em inglés, outliers) para

cada nivel de concentragdo e a homocedasticidade (igualdade das variancias) dos dados. A
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verificacdo da auséncia de valores aberrantes pode ser feita pelo teste de Grubbs ou com base
nos residuos padronizados Jacknife. A homocedasticidade, isto é, homogeneidade da variancia
dos residuos pode ser feita pelos testes de Cochran, de Levene ou de Brown-Forsythe

(INMETRO, 2020).

3.5.3 Limite de Deteccao

LOD de um procedimento analitico corresponde a menor quantidade de um analito na
amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob as condi¢des

estabelecidas para o ensaio (INMETRO, 2020).

Na pratica ¢ importante conhecer a concentracdo mais baixa do analito que pode ser
detectada pelo método em um nivel de confianca especificado (EURACHEM, 2014), ou seja,
a menor concentragdo do analito que pode ser diferenciada do ruido do sistema com seguranca
(LANCAS, 2004). O LOD para cada analito deve ser expresso nas unidades apropriadas, de

acordo com o preconizado no método analitico.

Uma abordagem comum para avaliacdo do LOD ¢ através da relagdo sinal/ruido. A
relacdo sinal/ruido ¢ determinada pela comparagdo dos sinais medidos de amostras com baixas
concentragdes conhecidas do analito e dos ruidos dos brancos de amostras, definindo-se a
concentragdo minima em que o analito pode ser detectado com confianga. Uma relacao
sinal/ruido de 3:1 ou 2:1 ¢ geralmente considerada aceitavel para a estimativa do limite de
deteccdo. E importante ressaltar que a regido do ruido do branco deve ser a mesma do sinal

medido (INMETRO, 2020).

Existem outros modos de se calcular o LOD, como por exemplo, por uma
avaliacao/percepgao visual, por estimativa a partir da curva analitica ou pelo desvio padrao do

branco ou por meio de curva de desvios padrao.

3.5.4 Limite de Quantificaciao

O LOQ de um procedimento analitico corresponde a menor quantidade de um analito

na amostra que pode ser quantificada com precisdo e exatidao aceitaveis (INMETRO, 2020).

A relacdo sinal/ruido ¢ determinada pela comparacdo dos sinais medidos de amostras
com baixas concentragdes conhecidas do analito e dos ruidos dos brancos de amostras,
definindo-se a concentracdo minima em que o analito pode ser detectado com confianga. A

relacdo sinal/ruido tipica para a estimativa do limite de quantificacdo ¢ de 10:1. Também podem
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ser adotadas relagdes sinal/ruido de 6:1 e 5:1, em fungdo do método. E importante ressaltar quea

regido do ruido do branco deve ser a mesma do sinal medido (INMETRO, 2020).

Assim como o LOD, o LOQ pode ser calculado por uma avaliagdo/percepgao visual,
por estimativa a partir da curva analitica ou pelo desvio padrao do branco ou por meio de curva

de desvios padrao.

3.5.5 Tendéncia/Recuperacio

Para avaliar a tendéncia de um método normalmente se utiliza de ensaios de
recuperagdo. A recuperagdo ¢ uma medida da eficiéncia do processo de isolamento do analito

de interesse da matriz na qual se encontra presente (LANCAS, 2004).

A recuperacao do analito pode ser estimada pela analise de amostras fortificadas com
quantidades conhecidas do mesmo (spike). As amostras podem ser fortificadas com o analito
em pelo menos trés diferentes concentracdes (baixa, média e alta) da faixa de uso do método

(INMETRO, 2020).

A recuperacao ¢ calculada segundo a equacgao:
Recuperagao (%) =£1=C2 X 100
3

Onde:

C1: concentragao do analito na amostra fortificada.

C2: concentragao do analito na amostra nao fortificada.

C3: concentragdo do analito adicionado a amostra fortificada.

Os critérios de aceitacao para recuperacao estao atrelados ao nivel de concentragdao. Na

Tabela 1 abaixo estdo os intervalos de acordo com a concentragao.



Tabela 1. Faixa de aceitagcdo da recuperagao.
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Concentracao Intervalos (%)
C<1 pgkg 50a 120
1 pg/kg <C <10 pg/kg 70a 110
10 pg/kg < C <100 pg/kg 80allo
100 pg/kg < C < 1.000 ng/kg 80allo
1.000 pg/kg < C <10.000 pg/kg 80allo
10 mg/kg < C <100 mg/kg 90 a 107
100 mg/kg < C < 1.000 mg/kg 95a 105
1.000 mg/kg < C < 10.000 mg/kg 97 a 103
10 g/lkg < C <100 g/kg 98 a 102
100 g/kg < C <1.000 g/kg 98 a 102

Fonte: BRASIL, 2011

3.5.5.1 Curva de adicao-padrao

Deve-se fazer o uso da curva de adicao-padrao quando o laboratorio nao dispoe de

amostras brancas, ou seja, o branco ja contém uma certa quantidade do analito. Portanto, a

adicao-padrao consiste em determinar a massa de um desconhecido, a partir de um grafico de

calibragao, por meio da adi¢do sucessiva de quantidades conhecidas do padrao. Inicialmente,

determina-se a area do componente desconhecido, por exemplo A, e langa-se esse valor no eixo

das ordenadas. Uma massa conhecida do analito, por exemplo m;, ¢ adicionada. A nova area

obtida B, ¢ langada no gréfico, sendo, em seguida, efetuada nova adicao, m>, obtendo-se a nova

area, C (Figura Sa). Plota a melhor linha reta entre todos os pontos e extrapola até o lado

esquerdo do eixo das massas (Figura Sb). O valor obtido nesta interse¢do serd a massa do

composto na amostra original (LANCAS, 2004).



Figura 5. Curva de calibragdo por método de adigdo-padrao. (a) constru¢ao do grafico de

calibracdo. (b) determinagdo da massa por extrapolagdo.
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Fonte: LANCAS, 2004.

3.5.6 Precisao

A precisao ¢ a expressdao da concordancia entre varios resultados analiticos obtidos para
uma mesma amostra (LANCAS, 2004). As trés maneiras mais comuns de expressa-la sao por
meio da repetibilidade, precisdo intermedidria e da reprodutibilidade, sendo usualmente

expressas pelo desvio padrao e coeficiente de variagao (INMETRO, 2020).

O coeficiente de variacdo (CV), usualmente expresso em %, também conhecido como

desvio padrao relativo (DPR), ¢ calculado da seguinte forma:
CV =DPR = (DP/CMD) x 100
Sendo:

e DP ¢ o desvio padrao;

e (CMD ¢ a concentracao média determinada.

Em cromatografia, a precisdo ¢ sempre determinada por intermédio da injecdo de

padrdes analiticos (LANCAS, 2004).

3.5.6.1 Repetibilidade

A repetibilidade ¢ obtida nas mesmas condigdes operacionais, as quais incluem o mesmo
procedimento de medi¢cdo, os mesmos operadores, 0 mesmo sistema de medi¢do, as mesmas
condigdes de operacdo e o mesmo local, assim como medigdes repetidas no mesmo objeto ou

em objetos similares durante um curto periodo de tempo (INMETRO, 2020).
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Em andlises cromatograficas ¢ importante conhecer a repetibilidade de pelo menos dois

parametros: o tempo de retencdo e a area ou altura do pico (LANCAS, 2004).

As repeticdes devem ser independentes, ou seja, incluir todas as etapas de preparo do
processo de medi¢do. E importante testar as concentragdes baixa, média e alta da faixa de
trabalho, com um niimero minimo de repetigdes, para cada nivel de concentracdo, entre 6 ¢ 15

por material usado no estudo (INMETRO, 2020).

Os critérios de aceitagdo para a repetibilidade estao apresentados na Tabela 2:

Tabela 2. Critérios de aceitacao para repetibilidade.

Concentracao Coeficiente de Variagao (%)
C<1 pgkg 35
1 ng/kg <C <10 pg/kg 30
10 pg/kg < C <100 pg/kg 20
100 pg/kg < C < 1.000 ng/kg 15
1.000 pg/kg < C < 10.000 pg/kg 10
10 mg/kg < C < 100 mg/kg 7,3
100 mg/kg < C < 1.000 mg/kg 53
1.000 mg/kg < C < 10.000 mg/kg 3,7
10 g/lkg < C <100 g/kg 2,7
100 g/kg < C < 1.000 g/kg 2,0

Fonte: BRASIL, 2011

3.5.6.2 Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria refere-se as variagdes ocorridas dentro de um mesmo
laboratorio, mas pode incluir outras condi¢des submetidas as mudangas, como: diferentes

analistas; diferentes equipamentos; diferentes dias (INMETRO, 2020).

Um método simplificado para estimar a precisdo intermedidria baseia-se na execugao

de n medigdes (n = 15), em condi¢des predefinidas, sobre (INMETRO, 2020):

e uma mesma amostra;
e amostras supostamente idénticas;

e padrdes.
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A estimativa da precisdo intermedidria (Si), neste caso, ¢ dada pela equacao

(INMETRO, 2020):

NS

si =1 — )2

o n—lZ(yk y
k=1

Si (j,k) € o desvio padrio de precisdo intermediaria relativo a esse grupo, onde os
simbolos relativos as condigdes intermediarias de precisdo podem aparecer entre parénteses

(Ex: S1(T.O) significa tempo e operadores diferentes).
Sendo:
n =n° de ensaios efetuados por amostra ou padrao;
yk = cada resultado obtido;
y = representa a média aritmética de cada resultado obtido.

3.5.6.3 Limite da precisao

A partir do desvio padrao (s) ¢ util calcular os limites de precisdo. Isso permitira ao
analista decidir quando hd uma diferenga significativa, a um determinado nivel de confianca,

entre os resultados de analises duplicadas de uma amostra obtida sob condi¢des especificadas.

O limite de repetibilidade (r) ¢ calculado conforme a equacao:

r= t(n—1,1—a)\/2 .ST

Onde o fator V2 reflete a diferenca entre 2 medicdes, t é o valor da abscissa da
distribuicdo t (Student) bilateral para determinado nimero de graus de liberdade (relacionados
a estimativa do desvio padrdo da repetibilidade (sr)) e nivel de confianga. Para graus de
liberdade relativamente altos, t ¢ aproximadamente igual a 2 para 95,35% de confianga; assim,

o limite de repetibilidade ¢ frequentemente aproximado como:
r=2,8.sr

O limite de precisao intermedidria ¢ calculado de maneira similar, substituindo sr por si

(EURACHEM, 2014).
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3.6 Triangulo de Composicao de Alimentos AOAC

O Subcomité de Defini¢ao de Alimentos da For¢a-Tarefa da AOAC sobre métodos para
rotulagem de nutrientes analisa abordagens sistematicas para validar métodos analiticos
aplicaveis a todos os alimentos e produtos alimenticios. Este relatoério do Subcomité descreve
um sistema que reflete melhor como os alimentos variam com base quimica e ndo com base em
commodities, reduzindo assim o nimero de amostras, isso representaria todos os alimentos em
um nimero gerenciavel (AOAC, 1993).

O comportamento de um determinado alimento em um método analitico ¢ determinado
principalmente pelas proporg¢des relativas de proteinas, gorduras e carboidratos (SHARPLESS
et. al., 2004). Com base nisso, a AOAC desenvolveu um sistema organizacional de matriz
alimentar baseado na composicdo macro de matrizes alimentares para demonstrar a
aplicabilidade de um método analitico a uma variedade de alimentos (AOAC, 1993; WISE;
PHILLIPS, 2019). Cada vértice, do Triangulo de Composi¢cdao de Alimentos AOAC, representa
100% de suas proteinas, gorduras e carboidratos e, ainda, ¢ dividido em nove setores que servem
para agrupar os alimentos de acordo com sua composi¢do quimica basica (Figura 6).

Dessa forma, foi definido que ao selecionar dois alimentos ou produtos alimentares
dentro de um setor, esses alimentos sdo representativos para outros alimentos dentro desse setor,
ou seja, se um método analitico fornecer resultados precisos para os alimentos testados, também

deve fornecer resultados precisos para os outros alimentos do mesmo setor (AOAC, 1993).

Figura 6. Esquema do triangulo da AOAC baseado no teor de proteina, gordura e carboidrato.

100%
gordura

67% gordura
-4 33%proteina

67% gordura
33% carboidrato

33% gordura

: 33% gordura
67% carboidrato ;%

e 67% proteina

100% 100%
carboidrato 67% carboidrato 33% caboidrato proteina
33% proteina 67% proteina

Fonte: AOAC, 1993.
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3.7 Farinha de Trigo

O trigo, pertencente a familia Poaceae, subfamilia Pooideae e ao género Triticum, ¢é
classificado em diferentes espécies, conforme o numero de cromossomos: Triticum
monococcum com 14 cromossomos, 7riticum durum com 28 cromossomos e Triticum aestivum
com 42 cromossomos (SCHEUER et. al., 2011). A Instru¢do Normativa 8/2005 do MAPA
institui que as farinhas de trigo devem ser produzidas a partir do trigo do género Triticum
aestivum L. ou outras espécies de género Triticum (MENEZES, 2020). As diferentes variedades
se distinguem pela altura das plantas, produtividade, conteudo de endosperma, propor¢ao de
proteinas na farinha, qualidade da proteina, resisténcia a diversas doencas e adaptabilidade a
solos acidos, requerimentos climatoldgicos e pela aparéncia fisica (SCHEUER et. al., 2011).

O grao do trigo tem cor e tamanho variaveis, mas, geralmente, apresenta formato
ovalado com extremidades arredondadas, sendo composto basicamente por trés partes: o
gérmen (rico em proteinas e lipidios), a casca (rica em fibras, minerais e vitaminas) € o
endosperma (rico em amido) (AGEITEC, 2022). Como os constituintes ndo se distribuem
uniformemente no grao, isto leva a caracteristicas e propriedades diferentes dos produtos
derivados do trigo, em especial, da farinha. A propor¢éo que se aumenta a taxa de extragdo da
farinha, hd um pequeno ganho em proteina e maior ganho em calcio e ferro (AGEITEC, 2022).
Para a substituigao de alguns nutrientes perdidos na moagem, a farinha ¢, com frequéncia,
enriquecida pela adicao de tiamina, riboflavina, niacina, ferro e dcido folico. Inclusive, a partir
de 2004, o governo federal determinou que todas as farinhas de trigo fabricadas no pais ou
importadas fossem enriquecidas com ferro e acido félico (EMBRAPA, 2009).

A farinha de trigo € obtida através do processo de moagem do grao do trigo, resultando
numa propor¢do de 75% em relagdo ao peso total. Os 25% restantes correspondem ao farelo de
trigo (MENEZES, 2020). De forma geral, a farinha de trigo ¢ composta sobretudo de amido (70
a 75%), agua (12 a 14%), proteinas (8 a 16%) e outros constituintes menores, como
polissacarideos ndo amilaceos (2 a 3%), lipideos (2%) e cinzas (1%) (SCHEUER et. al., 2011).

No mercado existem as farinhas de trigo Tipo 1, farinha de trigo Tipo 2 e as farinhas
de trigo integrais. A farinha de trigo Tipo 1 ¢ produzida a partir da moagem do miolo do grao
com o minimo de farelo e contém carboidratos e proteinas. Esta farinha ¢ indicada para a
preparacdo de paes, bolos e confeitaria em geral, além de massas, como macarrao, pastel, pizza
e folhadas. A farinha de trigo Tipo 2 ¢ extraida da parte mais externa do grao do trigo e apresenta
uma coloragdo mais escura e amarelada, ¢ utilizada para a confec¢do de biscoitos com ou sem

recheio e cookies. Por fim, a farinha de trigo integral ¢ elaborada a partir da moagem do grao



42

completo. Por este motivo, possui alta quantidade de fibras que promovem maior absorc¢ao de
agua. Esta farinha ¢ indicada para massas mais consistentes como pao integral e pao de centeio,
bolos de frutas e cereais (MENEZES, 2020).

Por fim, a farinha de trigo ¢ uma matéria-prima abundantemente utilizada para
elaboragdo de diversos alimentos, como paes, biscoitos, bolos ¢ massas, que sdo consumidos
diariamente e que fazem parte da base da pirdmide alimentar, cujo consumo ¢ incentivado pelo

Guia Alimentar da Populacdo Brasileira (SCHEUER et. al., 2011).

4 MATERIAIS E METODOS

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Andlise de Microcomponentes (LAM)
da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED). Esse laboratorio faz parte do Servigo de Quimica
Especializada que pertence a Divisao de Vigilancia Sanitaria (DIVISA), ligada ao Instituto
Octavio Magalhaes (IOM). Este Instituto ¢ o Laboratorio Central de Saude Publica de Minas
Gerais (LACEN-MQ), responsavel por realizar as atividades referentes a Vigilancia Sanitaria e
Epidemioldgica no Estado.

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes

Os reagentes acetonitrila e metanol, ambos grau HPLC, foram obtidos da marca
J.T.Baker. O agente derivatizante, fenilisotiocianato (PITC) e o acido fosforico (solu¢do 50%)
foram adquiridos da marca Sigma Aldrich. Da marca Merck foram utilizados o 4cido acético
glacial, fenol e hidrogeno fosfato dissodico anidro (Na;HPOs). Acido cloridrico 37% foi
adquirido da marca Neon. O acetato de sodio trihidratado foiobtido da marca Biograde. O acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) dissodico foi adquirido da marca Quimica Moderna. Da
marca Vetec foi usado o hidroxido de sodio. A trietilamina foi adquirida da marca Exodo
Cientifica. O padrao de aminoacidos utilizado consiste de uma solu¢do com uma mistura de 17
aminoacidos (4cido aspartico, 4dcido glutamico, alanina, arginina, cistina, fenilalanina, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina, serina, treonina, tirosina e valina) e
amonia em HCI 0,1N, cada amino4cido na concentragdo de 2.5+0.1 uMol/mL, exceto cistina
com concentracdo de 1.25+0.1 uMol/mL, que foiadquirido da marca Thermo Scientific (Amino
Acid Standard H). Também foram utilizados padrdes individuais de aminodcidos da marca

Fluka.
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4.1.2 Vidrarias

As vidrarias utilizadas foram baldes volumétricos de 5, 10, 25, 50, 100, 500, 1000 e
2000 mL, bastdes de vidro, béquer de 50, 100, 250, 1000 e 2000 mL, eppendorff de 2 mL,
espatulas, estante para tubo de ensaio, frascos de vidro ambar de 100, 1000 e 4000 ml com
tampa, kit de filtracdo (kitassato, bomba a vacuo, membrana filtrante de celulose regenerada
0,45 pm, filtro e copo de filtragdo), pipeta de pasteur de vidro ponta longa, pisseta, provetas
graduadas de 50, 100, 500 e 1000 mL, seringas de 5 mL, filtro de celulose regenerada 0,45 pm
para seringa, tubo de ensaio (diferentes tamanhos), tamis com abertura de 0,42 mm e mesh 35,

tubo de hidroélise de 20 mL e vial.

4.1.3 Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram agitador de tubos marca IKA, modelo MS2, com
velocidade de 2000 rpm, banho ultrassom marca Ultronique, modelo Q3.0/40A, balanca
analitica marca Scientech, modelo SA210, bloco digestor marca Quimis, modelo Q327.A242,
bomba de vacuo a 6leo marca Edwards, modelo PM13226-840, capela de exaustdo quimica
marca Buzzatos, centrifuga marca Jouan, modelo CR31 multifunction, cromatografo liquido de
alta eficiéncia, marca Shimadzu; crondmetro ou timer, evaporadora rotativa marca Jouan,
modelo RC1010, acoplada a uma armadilha fria da marca Jouan, modelo RCT90 e uma bomba
de vacuo aoleo da marca Edwards, geladeira, pHmetro marca Digimed, modelo DM-20, pipetas
automaticas (10-50 uL, 10-100 pL; 100-1000 pL; 0,5-5mL; 1-10mL), Purificador de agua
Milli-Q marca Millipore, modelo Milli-Q Academic.

4.1.4 Amostra

A amostra de farinha de trigo foi obtida em um supermercado de Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil. O pacote de 1 Kg de farinha de trigo tipo I foi amostrado aleatoriamente. A
amostra foi devidamente homogeneizadas, por quarteamento, e peneiradas em tamis com mesh
35. Posteriormente foi armazenada em frascos de plasticos, devidamente identificados e

hermeticamente fechados.

4.2 Preparo das solugodes

As solugoes utilizadas para a hidrdlise da proteina, derivatizacdo dos aminoécidos, as

fases moveis e solucdes dos padrdes para as etapas da validagdo estdo descritas abaixo:
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4.2.1 Solucio para hidrodlise acida das proteinas

4.2.1.1 Solucao de acido cloridrico 6 M com fenol

Foram medidos em uma proveta graduada, 502 mL de 4gua ultrapura e transferidos para
um baldo volumétrico de 1000 mL que estava previamente em banho de gelo. Adicionaram-se
cerca de 3 + 0,1g de fenol e o volume foi completado com écido cloridrico 37%. Essa solu¢ao

ficou armazenada em freezer -30 °C.

4.2.2 Solucoes para a derivatizacio dos aminoacidos

4.2.2.1 Solucao de acetato de sodio trihidratado 0,2 M

Foram pesados, com exatidao, cerca de 27,2 + 0,1g de acetato de sodio trihidratado a
99,0-101.0% que foram dissolvidos com dgua ultrapura em um béquer, transferiu-se para balao
volumétrico de 1000 mL e completou o volume com agua ultrapura. Filtrou em membrana de

filtracao de 0,45 pm.

4.2.2.2 Solucio de re-secagem

Foram medidos em uma proveta graduada de 50 mL, 40 mL de acetato de sédio
trihidratado 0,2 M, 20 mL de trietilamina a 99%, que foram transferidos para baldo volumétrico

de 100 mL e completou com metanol a 99,7-100% grau CLAE

4.2.2.3 Solucao derivatizante sem PITC

Foram medidos em uma proveta graduada de 100 mL, 70 mL de metanol a 99,7-100%
grau CLAE e transferido para um frasco de 100 mL com tampa. Adicionaram 10 mL de 4gua
ultrapura e 10 mL de trietilamina a 99%, medidos com pipeta automatica. Homogeneizou-se a

solucdo e estocou em geladeira com temperatura inferior a 10°C.

4.2.2.4 Solucio derivatizante com PITC

Foi medida, com pipeta automatica, quantidade de solu¢@o derivatizante sem PITC e do
reagente derivatizante PITC que foram transferidos para um eppendorf de 2 mL e agitados em
agitador de tubos. A quantidade adicionada do reagente derivatizante PITC ¢ 10% do volume
total da solucdo. Essa solu¢dao sempre foi preparada no momento do uso e os volumes pipetados

variavam de acordo com a quantidade de amostras. Sabendo que o volume pipetado dessa
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solugdo para cada amostra ¢ 22 pL, seguem alguns exemplos das quantidades pipetadas na
Tabela 3.

Tabela 3. Preparo da solugdo derivatizante com PITC.

N° de amostras Solugdo derivatizante PITC 99,5-100%  Volume total (uL)
sem PITC (uL) (nh)
05 99 11 110
10 198 22 220
15 297 33 330
20 396 44 440
25 495 55 550

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: PITC: feniliostiocianato

4.2.2.5 Solucao de acido fosforico a 10% v/v

Foram medidos em uma proveta graduada, 160 mL de agua ultrapura e transferiu para
um balao volumétrico de 200 mL. Completou o volume com solu¢do de acido fosforico 50%.

Filtrou em membrana de filtracao de 0,45 pm.

4.2.2.6 Solucao diluente

Pesou, com exatidao, cerca de 0,3762 g (+0,0003 g) de hidrogeno fosfato dissoédico
anidro (Na;HPOg4) a 99,0-100% e dissolveu com &gua ultrapura em um béquer de 250 mL.
Deixou no ultrassom por 5 minutos. Transferiu para balao volumétrico de 1000 mL e completou
o volume com 4gua ultrapura. Transferiu a solugdo para um béquer de 1000 mL e ajustou o pH
com acido fosférico a 10% até pH 7,40. Adicionaram 5 mL de acetonitrila a 99,7-100% grau
CLAE. Filtrou em membrana de filtracdo de 0,45 um e estocou em geladeira com temperatura

inferior a 10 °C.

4.2.3 Solugdes para analise cromatografica

4.2.3.1 EDTA dissodico 2g/L

Foi pesado, com exatiddo, cerca de 0,2 g + 0,0003 g de EDTA dissodico a 99,0-100%,

transferiu para baldo volumétrico de 100 mL, completou o volume com dgua ultrapura e filtrou
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em membrana de filtragdo 0,45 um.

4.2.3.2 Solucio de acido acético 1 M

Em uma proveta foram medidos 5,75 mL de acido acético glacial e transferido para um

baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi completado com dgua ultrapura.

4.2.3.3 Solucio de hidroxido de sodio 0,5 M

Foram pesados, com exatidao, cerca de 10 g de hidroxido de sddio e solubilizado com
agua ultrapura. Foi transferido para um baldo de 500 mL e o volume completado com agua

ultrapura.

4.2.34 Fase movel A

Foram pesados, com exatiddo, cerca de 4,9259 +0,0001 g de acetato de sodio
trihidratado a 99,0-101,0% em um béquer de 250 mL e foi transferido para um béquer de 1000
mL diluindo com aproximadamente 800 mL de &gua ultrapura. Adicionaram-se 400 pL de
EDTA dissédico 2g/L com uma pipeta automatica. Ajustou o pH dessa solugao para 6,60 com
auxilio de uma solugdo de 4cido acético 0,1M e/ou hidroxido de s6dio 0,05M. Transferiu todo
0 volume para um baldao volumétrico de 1000mL, completou o volume com agua ultrapura e

homogeneizou. Filtrou em membrana de 0,45 pm.

4.2.3.5 Fase movel B

Acetonitrila.

4.2.4 Solucdes utilizadas para analise da seletividade

4.2.4.1 Solucao de acido cloridrico 0,1M

Foram diluidos 8,4 mL de acido cloridrico 37% para um volume final de 1000 mL com

agua ultrapura em baldo volumétrico.
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4.2.4.2 Solucao padrao dos aminoacidos individuais 2,5 pmol/mL

Os padroes de aminoacidos foram pesados e diluidos em solugdo de acido cloridrico 0,1
M. Cada padrido foi transferido para baldes de 50 mL. As massas correspondentes para a
concentragdo final de 2,5 pmol/mL de cada padrdo de aminoacido, exceto para a cistina que a
concentragdo final foi de 1,25 umol/mL, estdo na Tabela 4. Os célculos foram feitos baseado

na massa molar de cada aminoacido.

Tabela 4. Massa correspondente para concentragdo final de 2,5 pmol/mL de cada padrao de
aminoacido, exceto para a cistina que a concentragao final foide 1,25 umol/mL.

Aminoacido Massa (mg)
acido aspartico 16,6388
acido glutamico 18,3913
alanina 11,1363
arginina 26,3325
cistina 15,0188
fenilalanina 20,6488
glicina 9,3838
histidina 23,9513
1soleucina 16,3963
leucina 16,3963
lisina 18,2738
metionina 18,6513
prolina 14,3913
serina 13,1363
treonina 14,8899
tirosina 22,6488
valina 14,6439
asparagina 16,5150
triptofano 25,5288
cisteina 15,6450
hidroxiprolina 16,3913
glutamina 18,2675

Fonte: Elaborado pela autora
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4.2.5 Solucgoes utilizadas para linearidade e efeito matriz

4.2.5.1 Solucao intermediaria do padrao de aminoacido 100 nmol/mL

Uma ampola de 1 mL do padrdo de aminoédcido (Amino Acid Standard H) foiadicionada

emum baldo de 25 mL. O volume foi completado com solucao de acido cloridrico 0,1M.

4.2.5.2 Curva de calibracao em solvente (0,20; 0,35; 0,50; 0,65; 0,80; 0,95nmol/mL)
Aliquotas de 100, 175, 250, 325, 400 e 475 pL da solucao intermedidria de padrao de
aminoacidos 100 nmol/mL foram pipetadas para baldes de 5 mL, respectivamente. O volume
foi completado com solu¢do de acido cloridrico 0,1 M. Também foi feito o branco de solvente.

Todas essas solu¢des foram filtradas em filtro de celulose regenerada 0,45 pm.

4.2.5.3 Extrato de farinha de trigo hidrolisada

Foi pesado 0,1653 g de farinha de trigo tipo I no tubo de hidrolise. Foi realizada a
hidrolise da farinha conforme o item 4.3.1. Apds, a farinha hidrolisada foi transferida
quantitativamente para um baldo volumétrico de 1000 mL. O tubo de hidrolisado foi lavado
trés vezes com agua ultrapura. O volume do baldao foi completado com agua ultrapura e

homogeneizou vigorosamente.

4.2.5.4 Curva de calibraciao matrizada

Aliquotas de 100, 175, 250, 325, 400 e 475 uL da solugdo intermediaria de padrao de
aminoacidos 100 nmol/mL foram pipetadas para baldes de 5 mL, respectivamente. Foi
adicionado ainda 1,0 mL de extrato de farinha de trigo hidrolisada. O volume foi completado
com solucdo de acido cloridrico 0,1 M. Também foi feito o branco de amostra. Todas essas

solucdes foram filtradas em filtro de celulose regenerada 0,45 pm.
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4.2.6 Solucoes utilizadas para precisio (repetibilidade e precisao intermediaria) e

recuperacio

4.2.6.1 Solucao padrao de Phe 0,05 mmol/mL

Foram pesadas, com exatiddo, cerca de 413 mg de padrao de fenilalanina e diluida com
uma solugdo de acido cloridrico 0,1 M. Foi transferido para um baldao de 50 mL e o volume

completado com solugdo de acido cloridrico 0,1 M.

4.2.7 Solugoes utilizadas para limite de detecco e quantificacio

As solugdes de concentragao de 0,01; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,0;
2,5 e 3,0 nmol/mL foram preparadas a partir da solu¢ao intermediéria do padrao de aminoacido
100 nmol/mL (item 4.2.5.1). As soluc¢des preparadas sdo dez vezes mais concentradas pois na
etapa de derivatizagdo ocorre uma diluicdo de dez vezes. Para as solugdes de 30, 25, 20, 10,
7,5, 5,0, 2,5 e 1,0 nmol/ml foram pipetados 1,5, 1,25, 1,0, 0,5, 0,375, 0,25, 0,125 ¢ 0,05 mL da
solu¢do intermediaria 100 nmol/mL. Ja para as solugdes 0,75, 0,5, 0,25 ¢ 0,1 nmol/mL foram

pipetados 0,375, 0,250, 0,125 e 0,05 ml da solu¢ao de 10 nmol/mL.

4.3 Métodos

4.3.1 Hidrolise da proteina presente na amostra

Para realizar a hidrélise acida da proteina das amostras, foi pesado, com exatidao, cerca
de 0,1653 g de farinha de trigo diretamente no tubo de hidrolise de 20 mL, tomando cuidado

para que nao ficasse qualquer residuo de amostra na porgao superior do tubo.

Posteriormente foram adicionados 9 mL de solu¢do de HC1 6 M com fenol gelado (item
4.2.1.1) no tubo de hidrolise, que foi tampado e rosqueado levemente. Conectou-se a saida do
tubo a bomba de vacuo e deixou o vacuo ligado durante 10 minutos, para assegurar a total
eliminagdo do oxigénio presente. Fechou o tubo, sem exagerar no aperto. Os tubos foram
colocados no bloco digestor de aminoacidos mantendo aquecido a 110 °C por 22 horas.
Decorrido esse tempo, retirou-se os tubos do bloco digestor e deixou esfriar a temperatura
ambiente.

Apos, transferiu-se quantitativamente o conteudo hidrolisado para baldo volumétrico,

nos quais os volumes variaram de acordo com cada pardmetro estudado, e lavou bem o tubo
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com agua destilada. O volume foi completado com dgua destilada e homogeneizou

vigorosamente.

4.3.2 Derivatizacao dos aminoacidos

Apds as diluigdes realizadas na etapa de hidrolise, retirou-se 50 pL da solugdo ja filtrada
em filtro 0,45 um e adicionou em tubos de ensaio de vidro. Posteriormente, foram secas na
evaporadora rotativa a vacuo a 60 °C durante 20 minutos. Apds, adicionaram 22uL. de solugao
de re-secagem, nos tubos de ensaio de vidro homogeneizando em agitador de tubos por 30
segundos. Secou novamente a amostra como descrito na etapa anterior. Posteriormente,
adicionaram 22uL de solugdo derivatizante com PITC. Homogeneizou em agitador de tubos
por 30 segundos e deixou em repouso por 20 minutos. Apds o repouso, procedeu novamente a
secagem, por 20 minutos. Foi feita a dilui¢gdo nos proprios tubos de ensaio de vidro com 500uL
de solucao diluente. Deixou no ultrassom por 10 minutos. Homogeneizou em agitador de tubos
por 15 segundos e centrifugou por 5 minutos a 3000 rpm. Transferiu para o vial com o auxilio
de pipeta de pasteur de vidro e injetadas no cromatografo nas condi¢des analiticas citadas no

item 4.3.3.

4.3.3 Sistema cromatografico e condi¢oes do método analitico

A anéalise dos aminoacidos livres foi realizada em cromatédgrafo a liquido da marca
Shimadzu, equipado com duas bombas (LC-10ADvp), um desgaseificador (DGU-12AM), um
injetor automatico (SIL-20A), um forno (CTO-20AC), um detector ultravioleta (SPD-20A), um
detector fotodiodo (SPD-M20A) e um comunicador (SCL-10Avp) que faz a interface entre o
sistema e o software LC Solution. A coluna utilizada foi da Kromasil com recheio de
octadecilssilano (C18) tamanho de poro 100 A, com tamanho de particula de 5 pm e dimensio
de 250 x 4,6 mm. A pré coluna foi da marca Merck com fase estacionaria de C18, tamanho de
poro de 100 A, tamanho de particula de 5 pm e dimensdo de 40,0 x 4,0 mm. A coluna e pré
coluna foram mantidas numa temperatura de 50 °C. O volume de inje¢do foide 50 uL com um
fluxo de 1 mL/min. O comprimento de onda utilizado no sistema de deteccdo UV foi de 254
nm. A fase movel A ¢ um tampao como descrito no item 4.2.3.4 e fase movel B ¢ acetonitrila.

Os gradientes de elui¢do das fases moveis estdo descritos na Tabela 5.
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Tabela 5. Gradiente de elui¢do das fases méveis do método cromatografico.

Tempo (minutos) Fase movel A (%) Fase movel B (%)
2,5 91,3 8,7
5,0 87,5 12,5
6,0 87,5 12,5
7,5 85,0 15,0
10,0 80,0 20,0
15,0 71,0 29,0

15,50 71,0 29,0
19,00 62,0 38,0
23,0 40,0 60,0
29,0 40,0 60,0
30,0 94,0 6,0
33,0 94,0 6,0
34,0 91,3 8,7
36,0 91,3 8,7

Fonte: Elaborado pela autora

4.3.4 Validacao do método analitico

Os parametros seletividade, linearidade, efeitos de matriz, exatidao, precisao, limites de
deteccdo e de quantificacdo do equipamento foram estabelecidos em ensaios com solugdes
padrao e amostras-branco contendo o analito. A adequagdo para uso do método foiavaliada em
funcdo dos pardmetros estudados e respectivos critérios de aceitabilidade definidos. O
procedimento de validagcao adotado foi baseado em um delinecamento experimental simples e
testes estatisticos robustos.

A aleatoriedade das amostras analisadas na linearidade e no efeito matriz foi definida

utilizando Excel modelo X, coma fungdo =ALEATORIO e classificada do menor para o maior.

4.3.4.1 Seletividade

Foram preparadas solugdes padrdes para cada aminodcido na concentragdo de 2,5
pmol/mL, exceto para a cistina, que foi de 1,25 pmol/mL e também o branco de solventes e
injetados individualmente nas condigdes cromatograficas descritas no item 4.3.3. Foi utilizado

além do detector de UV o de arranjo de diiodo (DAD). A seletividade do aminodcido PHE foi
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avaliada comparando os tempos de retengdo de outros 20 aminodcidos diferentes, sendo eles:
acido aspartico, acido glutdmico, alanina, arginina, cistina, glicina, histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, prolina, serina, treonina, tirosina, valina, triptofano, cisteina,
hidroxiprolina e glutamina. Ainda, foi feita uma comparagdo do espectro de ultravioleta do
analito de interesse obtido no DAD com o encontrado na literatura e os cromatogramas dos
brancos de solventes avaliados em relacdo com presenca de picos interferentes na regido que a

PHE elui.

4.3.4.2 Efeito matriz

Para verifica¢do do efeito de matriz foi empregado o método de adicao de padrao. Uma
curva foi preparada em solvente e a outra com extrato de farinha de trigo hidrolisada. Para a
curva do analito na matriz, utilizou-se 1,0 mL do extrato de farinha de trigo hidrolisada
conforme o item 4.2.5.3 adicionada de 100; 175; 250; 325; 400 e 475 pL da solugdo
intermedidria de padrao de aminoacidos 100 nmol/mL, completando-se o volume para 5 mL
em baldo volumétrico com acido cloridrico 0,1 M. As amostras foram preparadas em triplicatas
independentes. As solu¢des foram filtradas em membrana de 0,45 pm. Desprezou-se as 5
primeiras gotas. Retirou-se uma aliquota de 50 uLL da amostra filtrada e transferiu para um tubo
de ensaio de vidro, para proceder a derivatizagdo (item 4.3.2). Apos transferiu-se para o vial
com o auxilio de pipeta de pasteur de vidro e foram injetadas no cromatdgrafo nas condigdes
analiticas citadas no item 4.3.3. As solu¢oes foram analisadas em ordem aleatoria. A curva em
solvente foi a utilizada para o estudo da linearidade.

As curvas foram avaliadas como descrito para o estudo da linearidade. A interferéncia
da matriz foi investigada pela comparagdo das inclinagdes das curvas preparadas em solvente
com aquelas obtidas para as curvas matrizadas, pelo teste de t (THOMPSON et al., 2002;
SOUZA, 2007).

4.3.4.3 Linearidade

A linearidade foi avaliada conforme procedimentos propostos por Souza & Junqueira
(2005). Apods os testes para definir a melhor faixa de interesse, a curva de calibragdo foi
preparada uniformemente espagadas, nos seis niveis de concentragdo 0,20; 0,35; 0,50; 0,65;
0,80 e 0,95 nmol/mL de PHE em acido cloridrico a 0,1 M (correspondentes a 49,97; 87,44;
124,92; 162,39; 199,87; 237,34 mg/100g, respectivamente), em triplicatas independentes de
cada nivel. Para a curva foram pipetadas aliquotas de 100, 175, 250, 325, 400 e 475 uL da
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solucdo intermediaria de padrio de aminodcidos 100 nmol/mL para baldes de 5 mL,
respectivamente. O volume foi completado com solucdo de acido cloridrico 0,1 M. As solugdes
foram filtradas em membrana de 0,45 um. Desprezou-se as 5 primeiras gotas. Retirou-se uma
aliquota de 50 uL da amostra filtrada e transferiu para umtubo de ensaio de vidro, para proceder
a derivatizacao (item 4.3.2). Apds transferiu-se para o vial com o auxilio de pipeta de pasteur
de vidro e foram injetadas no cromatdgrafo nas condi¢des analiticas citadas no item 4.3.3.
Brancos de solvente foram preparados como ferramenta de controle de qualidade interno e
ajuste do zero do equipamento. As solu¢des foram analisadas em ordem aleatoria.

Os parametros da regressdo foram estimados pelo método dos minimos quadrados
ordinarios (MMQO). Em seguida, gréaficos dos residuos da regressdo foram construidos e
examinados, sendo que os outliers (valores dispersos) foram diagnosticados pelo teste de
residuos padronizados Jacknife. As premissas relativas a anélise de regressao foram verificadas
a normalidade (teste de Ryan & Joiner), homoscedasticidade (teste de Brown & Forsythe),
independéncia dos residuos da regressao (teste de Durbin & Watson), significancia da regressao
e adequacao do ajuste ao modelo linear (ANOVA). Testes de F foram conduzidos para verificar
o ajuste ao modelo linear por meio da avaliagdao das significancias da regressao e do desvio da

linearidade.

4.3.4.4 Recuperacao, Repetibilidade e Precisao Intermediaria

Como nao havia material de referéncia certificado devidamente caracterizado para PHE
em farinha de trigo, para os parametros recuperacao e precisao (sob condigdes de repetitividade
e reprodutibilidade parcial) foi utilizada como amostras brancas a farinha de trigo que ja contém
a PHE. Foram pesadas, nos tubos de hidrolise, cerca de 0,1653 g de farinha de trigo que ja
contém a PHE. Essas amostras foram fortificadas com padrao de PHE 0,05 mmol/mL (item
4.2.6.1) em trés diferentes concentragdes (baixa, média e alta) da faixa linear obtida. Para cada
nivel de concentracdo foram adicionados 250, 500 e 900 puL de padrao de PHE 0,05 mmol/mL
que corresponde respectivamente a 62,46; 124,92; e 224,85 mg/100g de PHE na farinha de trigo
no final do processo. Apos, foram hidrolisadas conforme o item 4.3.1. O hidrolisado foi
transferido para um baldo volumétrico de 1000 mL, completou o volume com agua destilada e
homogeneizou bem. Retirou-se 1,0 mL e transferiu para um baldo volumétrico de 5,0 Ml e
completou o volume com solugdo de acido cloridrico 0,1 M. As solugdes foram filtradas em
membrana de 0,45 pum. Desprezou-se as 5 primeiras gotas. Retirou-se uma aliquota de 50 pL

da amostra filtrada e transferiu para um tubo de ensaio de vidro, para proceder a derivatizacao
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(item 4.3.2). Em seguida, transferiu-se para o vial com o auxilio de pipeta de pasteur de vidro
e foram injetadas no cromatdgrafo nas condi¢des analiticas citadas no item 4.3.3. Também

foram preparados os brancos.

Para cada nivel de concentracdo estudado, foram feitas oito replicatas independentes
que foram analisadas em quatro dias diferentes. O analista 2 repetiu essas analises simulando
condigdes de precisdo intermediaria (EC, 2002; THOMPSON et al., 2002; SOUZA, 2007,
SANCO, 2012).

Como a quantidade de tubos de hidrolise foi limitada a 7 unidades, o estudo foi

conduzido conforme mostrado na Tabela 6:

Tabela 6. Esquema utilizado para avaliacao da precisao e recuperagdao do método.

Dia Branco Nivel baixo  Nivel médio Nivel alto
1 1 6
2 1 6
Analista 1
3 1 6
4 1 2 2 2
5 1 6
6 1 6
Analista 2
7 1 6
8 1 2 2 2

Fonte: Elaborado pela autora

Os resultados de recuperacdo obtidos foram analisados quanto a presenca de outliers
pelo teste de Grubbs (GRUBBS, 1969; BARRET; LEWIS, 1994; BURKE, 2001). As
estatisticas de Grubbs para um outlier (G1), dois outliers vicinais (G2) e dois outliers polares
(G3) foram calculadas simultaneamente para os resultados obtidos no nivel de concentracao
estudado. A indicacdo de outlier por, pelo menos, uma destas estatisticas seria suficiente para
excluir o dado. Ap6s um primeiro ciclo, o teste de Grubbs foi sucessivamente aplicado até que
novos outliers ndo fossem detectados ou até uma exclusdo maxima de 22 % no niimero original

de resultados de recuperagdo (HORWITZ, 1995).
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A inexatiddo foi investigada por meio da média de recuperacdo obtida para as replicatas
de amostras adicionadas nos niveis de concentracdes estudados, apos o diagnostico de outliers.
O critério de aceitabilidade adotado foi de média de recuperacao entre 80 % a 110 %.

As precisdes sob condigdes de repetitividade e precisdo intermedidria foram expressas
em termos de desvios padrio relativos e estimadas por analise de varidncia dos resultados de
recuperagdo obtidos para as dezesseis replicatas de amostras adicionadas nos niveis de
concentracdo estudado (ISO, 1994; ISO, 1998; KUTTATHARMMKUL; MASSART;
SMEYERS-VERBEKE, 1999; MAROTO et. al., 1999). As premissas de normalidade (RYAN;
JOINER, 1976) e homoscedasticidade dos residuos dos resultados de recuperacao (LEVENE,
1960; BROWN; FORSYTHE, 1974), relativas a analise de variancia, foram previamente

testadas.

4.3.4.5 Limite de Deteccao e Quantificacao

Para determinar os limites de deteccao e de quantificacdo foram injetados o padrao de
aminodacido (Standard H), em triplicata, nas seguintes concentragdes 0,01; 0,025; 0,05; 0,075;
0,1;0,25;0,5; 0,75; 1,0; 2,0; 2,5 e 3,0 nmol/mL. Também foram injetados os brancos de
solvente. Assim, os LOD e LOQ foram determinados pela comparagao dos sinais medidos do
padrao de aminoacido com concentragdes conhecidas e dos ruidos dos brancos de amostras,
definindo-se a concentragdo minima em que o analito pode ser detectado com confianga. A

relacdo sinal/ruido adotada foide 3:1 parao LOD e de 10:1 parao LOQ.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacao

5.1.1 Condigoes cromatograficas

A otimizacgdo da fase movel € essencial para alcancar simultaneamente boa separagdo e
alta sensibilidade de identificacdo e quantificagdo de aminoécidos se a técnica de derivatizacao
de PITC for aplicada. O pH das fases moveis € um atributo considerado critico para a andlise
dos amino4cidos.

Inicialmente, as fases moveis utilizadas eram tampdes, sendo a fase A constituida de

acetato de sodio trihidratado, EDTA e 4gua e afase B constituida de acetato de sodio
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trihidratado, EDTA, 4gua e acetonitrila, ambas com pH 6,60. Com essas fases moveis, o

gradiente de concentra¢do do método aplicado esté apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Primeiro gradiente de concentragdo aplicado.

Tempo (min) Fase A (%) Fase B (%)
5,00 95,00 5,00
10,00 77,50 22,50
11,80 68,00 32,00
20,00 40,00 60,00
23,00 0,00 100,00
29,00 100,00 0,00
29,10 100,00 0,00
35,99 100,00 0,00
36,00 100,00 0,00

Fonte: Elaborado pela autora

Entretanto, ndo houve separacao dos aminoacidos metionina e cistina. Portanto, foi feita
alteracdo do gradiente de concentragdo para melhorar a resolugdo desses picos, e foi definido o

seguinte gradiente de concentracao:

Tabela 8. Segundo gradiente de concentragao aplicado.

Tempo (min) Fase A (%) Fase B (%)
2,5 95 5
7,5 82 18

11,00 72 28
20,00 40 60
23,00 0 100
29,00 0 100
30,00 100 0
33,00 100 0
34,00 95 5
36,00 95 5

Fonte: Elaborado pela autora
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A partir desse método, foram avaliados padrdes de aminoacidos para realizar o estudo
de validagdo. Porém, percebeu-se que o método ainda ndo estava robusto, uma vez que, a cada
novo preparo de fases moveis, os picos apresentavam diferentes tempos de retengdo. Isso pode
ser justificado pelo fato de o eletrodo utilizado para fazer a corre¢do do pH das fases moveis
ser especifico apenas para solugdes aquosas. Como o pH ¢ considerado um fator critico para a
analise de aminoacido, e ndo havia disponivel um eletrodo especifico para solvente organico,
foram alteradas as constituicdes das fases moveis. Com base nisso, foi definido que a fase mével
B seria constituida apenas de acetonitrila, ou seja, ndo haveria mais necessidade de ajustar o pH
da fase movel B. Para isso, foi alterada a quantidade de sal de acetado de sodio trihidratado
presente na fase A. Apos essas mudangas, foi definido o novo gradiente de concentracao

utilizado na andlise de aminoacido (Tabela 5).

5.1.2 Hidrolise acida

A hidrolise ¢ uma etapa extremamente importante na analise de aminodacidos, pois afeta
significativamente a recuperacdo de aminoacidos. Dependendo da temperatura e tempo de
analise da hidrélise acida, alguns aminoécidos podem se degradar (JAJIC et. al, 2013).

Os testes realizados foram avaliados na temperatura de 150 °C durante 6 hs conforme
JAJIC et. al. (2013) e a 110 °C durante 22 horas conforme ITAL (2022). Assim sendo, as
amostras de farinha de trigo foram submetidas nessas duas diferentes condi¢cdes de hidrolise
acida. Apos a hidrolise, os aminoacidos livres obtidos foram derivatizados conforme o item
4.3.2 ¢ injetados nas condi¢des cromatograficas citadas no item 4.3.3. Os cromatogramas estao

apresentados pelas Figuras 7 e 8.

Figura 7. Cromatograma obtido para analise de hidrolise acida a 110 °C durante 22 horas.
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Legenda: 1: Acido aspartico; 2: Acido glutdmico; 3: Serina; 4: Glicina; 5: Histidina; 6:
Arginina; 7: Treonina; 8: Alanina; 9: Prolina; 10: Tirosina; 11: Valina; 12: Metionina, 13:
Cistina; 14: Isoleucina; 15: Leucina; 16: Fenilalanina; 17: Lisina; 18: Compostos do agente de
derivatizagao



58

Figura 8. Cromatograma obtido para andlise de hidrélise acida a 150 °C durante 6 horas.
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Legenda: 1: Acido aspartico; 2: Acido glutamico; 3: Serina; 4: Glicina; 5: Histidina; 6:
Arginina; 7: Treonina; 8: Alanina; 9: Prolina; 10:Tirosina; 11: Valina; 12: Metionina, 13:
Cistina; 14: Isoleucina; 15: Leucina; 16: Fenilalanina; 17: Lisina; 18: Compostos do agente de
derivatizagao

Inicialmente, ao comparar visualmente os cromatogramas obtidos, concluiu-se que apos
a hidrélise acida, em ambas as condigdes testadas, obteve-se 17 aminoacidos livres presentes
na farinha de trigo, que sdo exatamente os mesmos aminodcidos presentes no padrdo de
aminoacidos H. Isso ja era esperado, pois durante o processo da hidrolise acida, os aminoacidos
glutamina, asparagina e cisteina sdo convertidos em acido glutdmico, acido aspartico e cistina,
respectivamente (Figuras 9, 10 e 11). O aminoacido triptofano ¢ degradado em condigdes de
hidrolise acida (Figura 12). Esses resultados foram descritos por DAI e colaboradores (2014)
ao trabalharem com andlise de aminoacidos presentes nas proteinas de tecidos animais e

alimentos.

Figura 9. Cromatogramas sobrepostos do aminoacido acido glutamico e da glutamina antes e
apods o processo de hidrolise acida.
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Legenda: 1: 4cido glutdmico, 2: glutamina, 3: dcido glutdmico (glutamina apds processo de
hidrolise acida)
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Figura 10. Cromatogramas sobrepostos do aminoécido 4cido aspartico e da asparagina antes e
apos o processo de hidrdlise acida.
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Legenda: 1: acido aspartico, 2: asparagina, 3: acido aspartico (asparagina apos processo de
hidrolise 4cida)

Figura 11. Cromatogramas sobrepostos do aminoacido cistina e da cisteina antes e apos o
processo de hidrolise acida.
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Legenda: 1: cistina, 2: cisteina, 3: cistina (cisteina apos processo de hidrolise acida)

Figura 12. Cromatogramas sobrepostos do aminodcido triptofano antes e apds o processo de
hidrélise 4cida.
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Legenda: 1: triptofano, 2: triptofano degradado ap6s a hidrolise acida.
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Entretanto, ao fazer a comparagdo das areas e alturas obtidas nas duas diferentes
condigdes de hidrdlise testadas, concluiu-se que na hidrolise com 22 horas a 110 °C as areas e
alturas obtidas foram maiores para os 17 aminoacidos. Na Figura 13 esta demonstrado o pico
de PHE obtido nas duas condi¢des, no qual pode-se observar que o pico obtido na condic¢ao de
110 °C durante 22 horas esta maior quando aquele obtido na condi¢do de 150 °C durante 6
horas. Dessa forma, optou-se pelo uso do método de hidrélise 4cida a 110 °C durante 22 horas,

para ser alcancados valores mais proximos do real presentes no alimento.

Figura 13. Zoom dos cromatogramas sobrepostos obtidos das diferentes condi¢cdes de hidrdlise
acida, na regido do pico da PHE.
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Legenda: 1: Cromatograma obtido para analise de hidrdlise 4cida a 110 °C durante 22 horas; 2:
Cromatograma obtido para analise de hidrolise 4cida a 150 °C durante 6 horas.

5.2 Validacao

5.2.1 Linearidade e Efeito Matriz

Os resultados obtidos nas andlises para avaliacdo da linearidade foram apresentados por
meio da comprovacdo das premissas da regressao linear simples, tanto para a curva em solvente
como para a matrizada.

Os graficos exploratorios dos residuos da regressdo, com indicagdo dos possiveis
outliers esta apresentado na Figura 14. Nao foi detectado nenhum outlier no intervalo de
confianga dos residuos (£ t(,97;n-2) Sres) para ambas as curvas. Tal fato, foi confirmado pelo teste

de residuos padronizados Jacknife.
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Figura 14. Graficos exploratorios dos residuos da regressdo das curvas, em solvente e
matrizada, de PHE em solugdo de acido cloridrico 0,1M (0,20 a 0,95 nmol/mL), com
indicacdo que nenhum outlier foi diagnosticado pelo teste de residuos padronizados Jacknife
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O teste de Ryan-Joiner foi empregado para verificar a premissa da distribui¢do normal
dos residuos da regressdao. Os coeficientes de correlagdo obtidos foram de 0,9813 e 0,9715,
superior ao valor critico de 0,9567, para a curva em solvente e em matriz de farinha de trigo,
respectivamente. Tais resultados mostraram que o desvio da distribuicdo normal ndo foi
significativo (p > 0,10); Os graficos da probabilidade normal referentes as curvas estdo

ilustrados na Figura 15:
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Figura 15. Gréficos de probabilidade normal das curvas, em solvente e matrizada, de PHE em

solucdo de acido cloridrico 0,1 M, na faixa de 0,20 a 0,95 nmol/mL.
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Legenda: e; = residuo da regressdo, g; = valor normal esperado, R = coeficiente de correlacdo de

Ryan-Joiner, p = significdncia do desvio da distribuigdo normal.

A independéncia dos residuos da regressdo foi avaliada pelo teste de Durbin-Watson.

Houve independéncia dos residuos da regressdo, sendo observado um perfil homogéneo de

distribuicdo dos pontos nos quatro quadrantes do grafico de Durbin-Watson, em ambas as

curvas (Figura 16). A estatistica calculada foi de 1,803 para a curva em solvente e de 1,849

para a curva matrizada de farinha de trigo (p > 0,10), sugerindo que nao houve autocorrelagao.
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Figura 16. Graficos de Durbin-Watson da curva, em solvente e matrizada, de PHE em solucao
de acido cloridrico 0,1 M, na faixa de 0,20 a 0,95 nmol/mL.
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Legenda: e; =residuo da regressdo, d = estatistica de Durbin-Watson, p = significancia.

A premissa de homoscedasticidade dos residuos da regressio foi confirmada. A
variabilidade dos residuos ao longo das concentragdes estudadas foi constante, uma vez que a
estatistica t de Levene, ndo foi significativa (p > 0,05), nas curvas em estudo, com valor
estimado em 1,849 para a curva em solvente e de -0,801 para a curva em matriz de farinha de

trigo, com valores criticos de 0,0831 e 0,4346, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Representacdo da homogeneidade das variancias das curvas, em solvente e
matrizada, de PHE em solugdo de acido cloridrico 0,1 M (0,20 a 0,95 nmol/mL) pelo teste de
Levene modificado.
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Legenda: #; = estatistica t de Levene modificado, p = significancia, G1 = grupo 1; G2 = grupo 2

As premissas de que os residuos da regressdo seguem a distribuicdo normal sdo
homoscedasticos e independentes foram confirmadas, garantindo uma aplicagdo segura dos
testes de hipdteses de ¢ e F, além do emprego adequado do MMQO sem ponderacdes. Conforme
indicado na Tabela 9, a regressdo foi significativa (p < 0,001), com desvio da linearidade nao
significativo (p > 0,05), indicando linearidade na faixa estudada de 0,20 a 0,95 nmol/mL, em

ambas as curvas.
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Tabela 9. Estatisticas da analise de varidncia da regressdo, incluindo teste de desvio da
linearidade, para as curvas, em solvente e matrizada, de PHE em solucdo de acido cloridrico
0,1 M (0,20 nmol/mL a 0,95 nmol/mL).

Estatistica Curva usual Curva matrizada
Regressao

F 995,42 542,08
Feritico 7,76x10716 9,08x1074

p p<0,001 p<0,001

Desvio da linearidade

F 0,913 1,856
Feritico 4.88x10! 1,83x10"!

p p>0,05 p>0,05

Fonte: Elaborada pela autora

Legenda: F = razdo entre variancias, Feitico = valor critico tabelado, p = significancia

As curvas de calibragdo com respectiva equacao e coeficiente de determinacdo estao

ilustradas na Figura 18.
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Figura 18. Curvas de calibracdo obtidas em solvente e em matriz de PHE em solucdo de acido
cloridrico 0,1 M, na faixa de 0,20 nmol/mL a 0,95 nmol/mL, com respectiva equagdo e
coeficiente de determinagao.
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Legenda: y = resposta (4rea), x = concentracio PHE em nmol/mL, R? = coeficiente de

determinacao

Na literatura, encontram-se estudos que avaliam a linearidade em fungao apenas dos
valores estimados para os de determinagio (R?). TSOCHATZIS e colaboradores (2019)
encontraram faixa linear entre 0,5 a 200 pg/mL para quantificacdo de PHE em farinha de trigo
pelo método de cromatografia de interagdes hidrofilicas de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa (HILIC-UHPLC/MSMS), adotando R? como estimativa da
linearidade, sendo encontrado um valor de 0,996. Baseado em um valor de R? de 0,9957,

MUSTATEA e colaboradores (2018) demonstraram que a técnica de cromatografia de ions com
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deteccdo eletroquimica pulsada foicapaz de obter uma faixa linear para a quantificacdo de PHE
em produtos a base de cereais que variou de 1 a 5 umol/L.

Entretanto, ¢ equivocado assumir a adequagdo de um modelo linear tendo como base
apenas a referida estimativa. Se os pontos de uma calibragdo estiverem bem ajustados a uma
curva qualquer, o valor experimental de R? serd proximo de um. Contudo, R? proximo a um
ndo necessariamente significa que o modelo matematico que melhor explica a dispersdao dos
dados seja uma regressao linear (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).

Para a avalia¢do do efeito de matriz na faixa linear (0,20 a 0,95 nmol/mL), o teste de t
foi adotado para comparar os parametros intersecdo e inclinacdo. O teste de F indicou
homogeneidade das varidncias dos residuos das curvas usual e em matriz, com valor F de
1,440651, sendo o valor de F critico de 2,333484 (p = 0,001). Portanto, foi utilizado teste de t
com variancias combinadas para avaliagdo dos efeitos de matriz. Assim, houve diferenca
significativa quando as inclina¢des da curva em solvente e em matriz foram comparadas entre

si(p > 0,05), indicando efeito matriz (Tabela 10).

Tabela 10. Comparagdes entre as intersecdes e inclinagdes obtidas para a curva em matriz de
farinha de trigo com a estimada para a curva em solvente, na faixa de 0,20 a 0,95 nmol/mL.

Estatistica Curva em matriz versus em solvente
te 2,036933
ta 2,3583619
P 0,024630
to 2,307528
)% 0,0276454

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: t.= estatistica t para contrastes entre intersegdes, t, = estatistica t para contrastes entre

inclinacdes, tc = valor critico para a estatistica t, p = significancia.

Com base nestes resultados, foi possivel inferir que a curva em solvente analisada
forneceu respostas que diferiram significativamente daquela obtida para a curva feita com a
matriz de farinha de trigo, nos mesmos niveis de concentragao.

Essa diferenca significativa entre os interceptos e inclinagdes das curvas ja era esperada,
pois ndo havia disponibilidade de amostras de farinha de trigo isentas de PHE, ou seja, cada

ponto da curva de calibragdo em matriz ja tinha um valor prévio de PHE, oriundo do extrato da
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farinha de trigo hidrolisada. Resultados semelhantes também foram encontrados por
CARREIRA e colaboradores (2009), que validaram um método quantitativo para determinagdo
de PHE em farinha de trigo por espectrofotometria derivada segunda.

Na Figura 19 estao representadas as curvas obtidas durante a avalia¢do do efeito matriz.

Figura 19. Curvas de calibragdo de PHE no solvente e na matriz de farinha de trigo obtidas no
ensaio de avaliacdao do efeito de matriz, na faixa de 0,20 a 0,95 nmol/mL.
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Legenda: Parametros da regressdo: y=46302x - 1709,2 para a curva em solvente, y=41011x
+ 1694,4 para a curva em matriz de farinha de trigo, sendo y = resposta em area do pico, X =

concentracdo de PHE em nmol/mL.

5.2.2 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada qualitativamente pela inspe¢do visual do perfil
cromatografico, comparando-se os tempos de retencdo de 22 diferentes aminoacidos (Tabela
11) e também analisando os possiveis interferentes presentes no branco de solvente
derivatizado. A PHE eluiu com tempo de retencao de 20,759 minutos (Figura 20). Nesse tempo
de retencdo ndo eluiu nenhum outro aminoacido, assim como, ndo houve a presenga de picos

do branco de solvente derivatizado, demonstrando ser um método seletivo para a PHE (Figura
21 e 22).



Tabela 11. Tempo de retengdo dos 22 aminoacidos analisados para a seletividade.

Aminoacido Tempo de Retengdo
Acido aspartico 4,127
Acido glutamico 4,447
Hidroxiprolina 5,710
Asparagina 6,582
Glutamina 7,158
Serina 7,230
Glicina 7,969
Histidina 8,235
Arginina 9,596
Treonina 10,738
Alanina 11,268
Prolina 12,121
Tirosina 15,637
Valina 17,187
Metionina 17,619
Cistina 17,804
Cisteina 18,812
Isoleucina 19,619
Leucina 19,908
Fenilalanina 20,759
Triptofano 20,979
Lisina 22,037

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 20. Cromatograma obtido para o aminoacido PHE derivatizado.
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Legenda: 1: fenilalanina; 2: compostos do agente de derivatizagao

Figura 21. Cromatograma obtido para os 22 aminoacidos analisados.
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Legenda: 1: Acido aspartico; 2: Acido glutdmico; 3: Hidroxiprolina; 4: Asparagina; 5:
Glutamina; 6: Serina; 7: Glicina; 8: Histidina; 9: Arginina; 10: Treonina; 11: Alanina; 12:
Prolina; 13:Tirosina; 14: Valina; 15: Metionina, 16: Cistina; 17: Cisteina; 18: Isoleucina; 19:
Leucina; 20: Fenilalanina; 21: Triptofano; 22: Lisina; 23: compostos do agente de derivatizacao

100000
200000

100000+

o

25 5.0 7.5 10.0 125 150 175 20.0 25 250 27

Figura 22. Cromatograma obtido para o branco derivatizado. Os picos em destaque sdo
compostos do agente de derivatizacao.
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A glutamina eluiu com um tempo de retengdo (7,158) semelhante ao da serina (7,230).
Essa co-elui¢do ndo ¢ um problema, pois ao passar pela etapa de hidrdlise acida, a glutamina se

converte em acido glutdmico, que possui tempo de retencao de 4,447 minutos.

Hé um pico do branco de solvente derivatizado que elui no mesmo tempo de retengao
que o aminoacido leucina.

Foi feita a comparacao do espectro de ultravioleta obtido quando foi injetada a PHE sem

derivatizagao (Figura 19) e comparou-se com o espectro encontrado na literatura (Figura 20)

Figura 23. Espectro no ultravioleta obtido para PHE.
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Figura 24. Espectro no ultravioleta da PHE obtido na literatura.
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Pode-se observar a semelhanga entre os espectros, que tem como caracteristica principal
esses 3 picos, sendo o de comprimento de onda maximo em 257nm. Tais resultados corroboram

que o pico corresponde ao aminoacido PHE.

5.2.3 Recuperacio, Repetibilidade e Precisiao Intermediaria

Os valores individuais de recuperacao dos 3 niveis estdo demonstrados na Tabela 12:

Tabela 12. Recuperagdes obtidas pelos analistas 1 e 2 para os trés niveis de concentracao
estudado.

% Recuperagao

62,46 mg/100g 124,92 mg/100g 224,85 mg/100g
98,17 99,83 93,09
105,21 87,77 79,98
97,55 102,78 87,81
99,11 102,21 95,01
Analista | 91,39 80,07 89,40
107,41 99,79 87,89
97,26 98,86 89,93
75,83 96,67 88,76
92,89 91,89 88,06
100,80 89,84 87,50
97,25 92,39 88,41
Analista 2 100,25 94,86 85,42
92,43 93,10 80,42
95,57 87,04 90,16
92,48 91,45 84,11
95,62 88,56 83,85

Fonte: Elaborado pela autora

O teste de Grubbs indicou presenca de somente um outlier (p > 0,05) dentre as dezesseis
repeticdes do menor nivel de concentracdo estudado, com valor de recuperagdo de 75,83%.
Para os outros niveis, o teste de Grubbs ndo indicou a presenga de outlier (p > 0,05). Os valores

de G1, G2 e G3 para cada nivel estudado estdo demonstrados na Tabela 13.



Tabela 13. Valores de Gi, G2 e G3 para cada nivel estudado na recuperacdo e precisao.
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Concentracao (mg/100g)

62,46 124,92 224,85

n 15 16 16

G Calculado Critico Calculado Critico Calculado Critico
G 1,342 2,409 2,165 2,439 1,865 2,439
Giu 2,143 2,409 1,478 2,439 1,869 2,439
G2 3,484 4,170 3,643 4,234 3,734 4,234
GsL 0,251 0,618 0,435 0,599 0,500 0,599
Gsu 0,605 0,618 0,313 0,599 0,413 0,599

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: n: nimero de observacdes

As médias de recuperacao para os niveis baixo, médio e alto foram de 97,56%, 93,57%

e 87,49%, com os desvios padroes de 4,69%, 6,24% e 4,03%, respectivamente. Tais resultados

atendem aos critérios estabelecidos de 80% a 110%. Isso indica que as recuperacdes sao

adequadas e que o método ndo ¢ inexato nos niveis estudados.

Normalidade e homoscedasticidade dos residuos dos resultados de recuperagdo foram

observadas pelos testes de Ryan-Joiner (p> 0,10) e Levene modificado (p>0,05) (Tabela 14),

respectivamente, permitindo a estimativa dos desvios padrao relativos de repetitividade (DPR;)

e precisao intermedidria (DPRR) por andlise de variancia.
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Tabela 14. Avaliacdo das premissas de normalidade e homoscedasticidade dos residuos obtidos
nos estudos de recuperagdo em diferentes niveis de concentracao.

Concentracdo (mg/100g)

Estatistica 62,46 124,92 224,85
Normalidade dos residuos
R 0,9438 0,9638 0,9456
Reritico 0,9506 0,9529 0,9529
Homocedasticidade dos residuos

FL 0,263 1,738 0,158
Feritico 4,667 4,600 4,600
P 0,798 0,801 0,418

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: R = coeficiente de correlacao de Ryan-Joiner, p = significancia, Fi = estatistica F de
Levene.

Os valores de DPRr e DPRR, estimados por analise de variancia, para cada nivel de

concentragdo estudado, estdo demonstrados na Tabela 15. Tais resultados sinalizam a precisao

do método.

Tabela 15. Desvios padrao relativos, sob condigdes de repetitividade e precisdo intermediaria,
obtidos em diferentes niveis de concentragao.

Concentracdo o o
Valores calculados (%) Critérios de aceitabilidade (%)
(mg/100g)
DPRr DPRRr DPRr DPRgr
62,46 4,49 4,90 <14,67 <22,00
124,92 6,32 6,95 <14,67 <22,00
224,85 4,31 5,11 <14,21 <21,31

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: DPRr= desvio padrdo relativo de repetitividade, DPRr= desvio padrdo relativo de
precisdo intermedidria.

Os resultados encontrados no presente estudo corroboram com aqueles reportados na
literatura. LIYANAARACHCHI e colaboradores (2018) obtiveram DPRr e DPRR abaixo de
10% e as recuperagdes dentro de 80 a 110%, ao analisarem aminodcidos presentes no arroz pela

técnica de cromatografia liquida acoplado a espectrometria de massas. Esses mesmos resultados
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foram obtidos por CUI e colaboradores (2014) ao empregarem a técnica de CLAE com detector

UV.

5.2.4 Limite de Detec¢cao e Quantificacao

O LOD teorico foi estimado em 3,20 mg/100g (correspondente a 0,013 nmol/mL),
enquanto que o LOQ teorico foi de 12,80 mg/100g (correspondente a 0,051 nmol/mL). Estes
limites foram, provavelmente, subestimados, uma vez que os experimentos foram conduzidos
com branco de reagentes. De qualquer forma, a faixa de validagdo do método encontra-se acima
destes valores, que foi de 49,97 a 237,34 mg/100g (correspondente a 0,20 a 0,95 nmol/mL) de
PHE em farinha de trigo.

TASAKIS E TOURAKI (2018) também utilizaram CLAE com detector de UV, porém
estimaram os valores de limite de deteccdo e quantificagdo a partir da curva analitica, e
encontraram valores superiores aos obtidos nesse estudo. Os valores de LOD e LOQ foram de

0,49 e 1,50 nmol/mL para o aminoacido PHE, respectivamente.

TSOCHATZIS, PAPAGEORGIOU E KALOGIANNIS (2019), que também validaram
um método para quantificar aminoacidos em farinha de trigo, porém empregando HILIC-
UHPLC/MSMS, encontraram valores de LOD e LOQ de 7 mg/100g e 20 mg/100g,

respectivamente.
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6 CONCLUSAO

Um método de CLAE com detector UV foi otimizado e validado para a quantificagdo
de PHE em farinha de trigo ap6s hidrélise acida e derivatizagdo com PITC.

Para garantir que a proteina presente na farinha de trigo fosse completamente
hidrolisada para obten¢do da PHE na sua forma livre, foi determinada que a melhor condigdo
experimental foi de 110 °C durante 22 horas. Isso contribuiu significativamente para a
recuperagdo do analito na matriz.

A otimizacdo das fases moveis foi essencial para obter repetibilidade dos resultados,
enquanto a otimizacdo do gradiente de concentragcdo contribuiu para uma boa resolucdo dos
picos dos aminoacidos.

A validacao do método otimizado para andlise de PHE em farinha de trigo demonstrou
adequacao ao proposito de uso. A linearidade foi demonstrada por meio da comprovacado das
premissas da regressdo linear simples na faixa de 0,20 a 0,95 nmol/mL para as curvas em
solvente e em matriz. Efeito de matriz significativo foi observado quando comparado com a
curva usual. Recuperacdes e DPR dentro dos critérios de aceitabilidade foram obtidos para
farinha de trigo na faixa de 62,46 a 224,85 mg/100g. Os limites de deteccdo e quantificagao
determinados para o método foram adequados, uma vez que se encontram abaixo do primeiro
ponto da faixa de validagdo do método.

A farinha de trigo pertence ao grupo 5 do tridngulo de composicao da AOAC. Com a
validagao de mais um alimento pertencente a esse mesmo grupo, uma gama de alimentos podera
ser avaliada através dessa metodologia validada. Dispor de informagdes sobre os teores de PHE
presente nesses alimentos contribui para manter concentragdes séricas desse aminoacido de
acordo com as recomendacdes individuais dos pacientes fenilcetontricos. Além disso auxilia
profissionais de satde a prescrever dietas com valores mais exatos e precisos de PHE. Dessa
forma, ha possibilidades de elaboracdo de novas dietas, o que incentiva a promover a integragao

social desses individuos.



77

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

AGEITEC. Agéncia EMBRAPA de informaciao tecnologia. Disponivel em:
https://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/tecnologia_de alimentos/arvore/CONT000girl
wnqt02wxSok05vadr1grnofOm.html. Acesso em: 30 de abril de 2022

ANVISA, Informe Técnico N° 49, de 11 de abril de 2012 - Esclarecimentos sobre a
Fenilcetontria. Disponivel em: <http://portal.anvisa.gov.br/fenilalanina-em-alimentos>.
Acesso em: 24 de Abril 2022.

AOAC. Methods of analysis for nutrition labeling. Arlington, VA, pp 111-122. 1993

BAL J. et al. Simultaneous Determination of Amino Acids and Biogenic Amines in Tuna and
Mahi-Mahi by Reversed-Phase Ultra-High Performance Liquid Chromatography. Journal of
Aquatic Food Product Technology, v. 28, n. 8, p. 848-860, 14 set. 2019.

BRASIL. Ministério da Saude/Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/Diretoria Colegiada.
RESOLUCAO - RDC N° 617, DE 9 DE MARCO DE 2022. Dispée sobre a obrigatoriedade
da realizacao de analises laboratoriais e da transmissao de informacoes sobre os teores de
fenilalanina, proteinas e umidade em alimentos industrializados. Didrio Oficial da Unido.
Publicado em: 16/03/2022, Edigao: 51, Secdo: 1, Pagina: 111. Brasilia, 2022.

BRASIL. Ministério da Satde. Portaria conjunta n° 12, de 10 de setembro de 2019. Aprova o
Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Fenilcetonuria. Brasilia, 2019.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Guia de validacao e controle
de qualidade analitica: farmacos em produtos para alimentacio e medicamentos
veterinarios /. Secretaria de Defesa Agropecudria. — Brasilia: Mapa/ACS, 72 p. ISBN 978-85-
7991-053-1, 2011.

BARRET V, LEWIS T. Outliers in statistical data. 3 ed. New York: John Wiley; 1994.

BLAU, N.; SPRONSEN, F. V; LEVY, H. L. Phenylketonuria. The Lancet, v.376, n.9750,
p.1417-1427, 2010.

BORRAJO, G.J. C. Triagem neonatal na América Latina no inicio do século XXI. Journal of
Inherited Metabolic Disease. v.30, p.466-481, 2007.

BROWN M. B, FORSYTHE A. B. Robust tests for the equality of variance. Journal of the
American Statistical Association. v.69: p.364-367, 1974

BURKE S. Missing values, outliers, robust statistics & non-parametric methods. LC GC.
2001; 19-24.

CARREIRA, R. L.; RAMOS, C. S.;; MUNDIM, L. A.; LIMA, L. G.; SOUZA, S. V. C;
SILVESTRE, M. P. C. Validagdo intralaboratorial de metodologia quantitativa para
determinagdo de L-fenilalanina em farinha de trigo por espectrofotometria derivada segunda.
Revista Instituto Adolfo Lutz, v.68(2), p.278-88, 2009.

CIENFUEGOS, F.; VAITSMAN, D. Analise Instrumental. Rio de Janeiro: Interciéncia, 2000


https://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/tecnologia_de_alimentos/arvore/CONT000girlwnqt02wx5ok05vadr1qrnof0m.html
https://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/tecnologia_de_alimentos/arvore/CONT000girlwnqt02wx5ok05vadr1qrnof0m.html
http://portal.anvisa.gov.br/fenilalanina-em-alimentos

78

COLLINS, C. H.,, BRAGA, G. L., BONATO, P. S. Fundamentos de cromatografia.
Campinas: Editora da UNICAMP, 2006. 452p.

CUIL, Y. et al. Enantiomeric purity determination of (L)-amino acids with pre-column
derivatization and chiral stationary phase: Development and validation of the method. Food
Chemistry, v. 158, p. 401407, 1 set. 2014.

CUNHA, G. O. S.; BARONI, M. O.; CUNHA, M. G. M. Analise bromatolégica de trés
hipercaldricos: existe a necessidade de utiliza-los? - Trabalho de conclusdo de Curso para
obtencao do Titulo de Graduagdo em Nutri¢ao, do Centro Universitario de Belo Horizonte
(UNI-BH), 2011.

DAL Z.; WU, Z.; JIA, S.; WU, G. Analysis of amino acid composition in proteins of animal
tissues and foods as pre-column o-phthaldialdehyde derivatives by HPLC with fluorescence
detection. Journal of Chromatography B, 964 (2014) 116-127, 2014.

EL HUSNY, A. S; FERNADES-CALDATO, M.C. Erros inatos do metabolismo: revisdo de
literatura. Revista Paraense de Medicina. v.20, n.2, Belém jun. 2006.

EMBRAPA. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria. Trigo: alimento funcional e
nutritivo. 2009. Disponivel em: https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-
/noticia/18048471/trigo-alimento-funcional-e-nutritivo. Acesso em: 30 de abril de 2022.

EURACHEM Guide: The Fitness for Purpose of Analytical Methods — A Laboratory Guide
to Method Validation and Related Topics. Magnusson, B. and U. Ornemark (Ed.), 2014.

FERREIRA, C.R; VAN KARNEBEECK, C.D.M. Inborn errors of metabolismo. Handbook
of Clinical Neurology. vol. 162 (3rd series), p. 449-481, 2019.

GROOT, M. J.,, HOEKSMA, M., BLAU, N., REIJNGOUD, D. J.,, VAN SPRONSEN, F. J
Pathogenesis of cognitive dysfunction in phenylketonuria: review of hypotheses. Molecular
Genetics and Metabolism. v.99 (Suppl 1), p.86-89, 2010

GRUBBS F. Procedures for detecting outlying observations in samples. Technometrics. 1969;
11: 1-21.

HORSTER F. SCHWAB, M. A.; SAUER, S. W.; PIETZ, J.; HOFFMANN, G. F.; OKUN, J.
G.; KOLLER, S.; KINS, S. Phenylalanine reduces synaptic density in mixed cortical cultures
from mice. Pediatrics. Res 59, 544-548, 2006.

HORWITZ W. Protocol for the design, conduct and interpretation of method-performance
studies. Pure and Applied Chemistry. 1995; 67: 331-43.

INMETRO. Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial.
Orientacao sobre validacdo de métodos analiticos. DOQ-CGCRE-008 Revisao 09. Jun.
2020.

ISO (International Standards Organization). ISO 5725-1. Accuracy (trueness and precision)
of measurement methods and results - Parts 1, 2, 3, 4 and 6. Geneva: ISO; 1994,


https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/18048471/trigo-alimento-funcional-e-nutritivo
https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/18048471/trigo-alimento-funcional-e-nutritivo

79

ISO (International Standards Organization). ISO 5725-5. Accuracy (trueness and precision)
of measurement methods and results - Part 5. Geneva: ISO; 1998.

ITAL. Instituto de Tecnologia de Alimentos. Procedimento Operacional Padrdo. Aminoacidos
totais por derivatizacao pré coluna. Campinas, SP, 2022.

JAJIC, 1. et al. Validation of an HPLC method for the determination of amino acids in feed.
Journal of the Serbian Chemical Society, v. 78, n. 6, p. 839-850, 2013.

JAKUBOWSKI, H. Amino Acid Analysis and Chemical Sequencing. Biochemistry online.
Disponivel em:
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Biological Chemistry/Book%3A_Biochemistry Onli
ne %?28Jakubowski%29/04%3A Protein Structure/4.2%3A Composition _Sequence and C
onformational Analysis of Proteins/Bl. Amino Acid Analysis and Chemical Sequencing

KUTTATHARMMAKUL S, MASSART D. L, SMEYERS-VERBEKE J. Comparison of
alternative measurement methods. Analytica Chimica Acta. v.391: p. 03-25, 1999.

LANCAS, F. M. Validacio de métodos cromatograficos de analise. Rima editora. Sao
Carlos: RiMa, 2004. 62 p.

LEVENE H. Robust tests for equality of variances. In: Olkin I, Ghurye SG, Hoeffding W,
Madow WG, Mann HB. (Ed.) Contributions to probability and statistics. Stanford: Stanford
University Press; 1960. p. 278-92.

LIYANAARACHCHI, G. V. V. et al. Development and validation of a method for direct,
underivatized analysis of free amino acids in rice using liquid chromatography—tandem mass
spectrometry. Journal of Chromatography A, v. 1568, p. 131-139, 21 set. 2018b.

MACDONALD, A., GOKMEN-OZEL, H., VAN RIJIN, M., BURGARD, P. The reality of
dietary compliance in the management of phenylketonuria. Journal of Inherited Metabolic
Disease. v.33, p.665-670, 2010.

MACDONALD, A.; VAN WEGBERG, A.M.J.; AHRING, K.; BELO, S.; BELANGER-
QUINTANA, A.; BURLINA, A.; CAMPISTOL, J.; COSKUN, T.; FEILLET, F.;
GIZEWSKA, M.; HUIJBREGTS, S. C.; LEUZZI, V.; MAILLOT, F.; MUNTAU, A. C,;
ROCHA, J. C.; ROMANI, C.; TREFZ, F.; VAN SPRONSEN, F. J. PKU dietary handbook to
accompany PKU guidelines. Orphanet Journal of Rare Diseases, v. 15, n. 171, p. 1-21,
2020.

MAROTO A, RIU J, BOQUE R, RIUS F. X. Estimating uncertainties of analytical results using
information from the validation process. Analytica Chimica Acta. 1999; 391: 173-85.

MARTINS, A. M. et al. Protocolo Brasileiro de Dietas: erros inatos do metabolismo. Sao
Paulo: Segmento Farma editores, 2006.

MENEZES, I. R. S. Aspectos de qualidade da farinha de trigo: uma revisiao. 2020



80

NUPAD. Nucleo de Agdes e Pesquisa em Apoio Diagnostico. Disponivel em:

https://www.nupad.medicina.ufmg.br/topicos-em-saude/fenilcetonuria/. Acesso em: 3 de maio
de 2022

PALOMINO-VASCO, M. et al. Automated chromatographic method with fluorescent
detection to determine biogenic amines and amino acids. Application to craft beer brewing
process. Journal of Chromatography A, v. 1601, p. 155-163, 13 set. 2019.

PASSOS, H. M.; CIESLAROVA, Z.; SIMIONATO, A. V. C. CE-UV for the characterization
of passion fruit juices provenance by amino acids profile with the aid of chemometric tools.
Electrophoresis, v. 37, n. 13, p. 1923-1929, 2016.

RYAN T. A, JOINER B. L. Normal probability plots and tests for normality. The State
College: Pennsylvania State University; 1976.

SCHEUER, P. M., FRANCISCO A., MIRANDA, M. Z., LIMBERGER, V. M. Trigo:
caracteristicas e utilizacdo na panificacao. Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais,
Campina Grande, v.13, n.2, p.211-222, 2011.

SCHLEGEL, G., SCHOLZ, R., ULLRICH, K., SANTER, R., RUNE G.M. Phenylketonuria:
direct and indirect effects of phenylalanine. Experimental Neurology. v.281, p.28-36, 2016.

SHARPLESS, K. E., GREENBERG, R. R., SCHANTZ, M. M., WELCH, M. J., WIZE, S. A.,
IHNAT, M. Filling the AOAC triangle with food-matrix standard reference materials.

Analytical and Bioanalytical Chemistry. v.378 p.1161-1167, 2004.

SOUZA, S.V.C. Procedimento para valida¢ao intralaboratorial de métodos de ensaio:
delineamento e aplicabilidade em analises de alimentos. Belo Horizonte: Faculdade de
Farmacia da UFMG. 2007. 296 p. (Tese, Doutorado em Ciéncia de Alimentos).

SOUZA, S.V.C.; JUNQUEIRA, R.G. A procedure to assess linearity by ordinary least squares
method. Analytica Chimica Acta, v. 552; p. 25-35, 2005.

SOARES, R.D.L. Convivendo com a fenilcetonuria: a percepcio materna e da equipe
multiprofissional. Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte. 2014. (Tese Doutorado em Ciéncia da Saude).

SPANO, N. et al. Reversed-phase liquid chromatographic profile of free amino acids in
strawberry-tree (arbutus unedo L.) honey. Journal of AOAC International, v. 92, n. 4, p.
1145-1152, 2009.

SWARTZ, M. HPLC detectors: a brief review. Journal of Liquid Chromatography
&Related Technologies, v.33 p.9-12, p.1130-1150, 2010.

TASAKIS, R. N.; TOURAKI, M. Identification of bacteriocins secreted by the probiotic
Lactococcus lactis following microwave-assisted acid hydrolysis (MAAH), amino acid

content analysis, and bioinformatics. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 410, n. 4,
p. 1299-1310, 1 fev. 2018.


https://www.nupad.medicina.ufmg.br/topicos-em-saude/fenilcetonuria/

81

THOMPSON, M.; ELLISON, S.L.R.; WOOD, R. Harmonized guidelines for singlelaboratory
validation of methods of analysis. Pure and Applied Chemistry, v. 74, p. 835855, 2002.

TSOCHATZIS, E.; PAPAGEORGIOU, M.; KALOGIANNIS, S. Validation of a HILIC
UHPLC-MS/MS method for amino acid profiling in Triticum species wheat flours. Foods, v.
8, n. 10, 2019.

WINN, S. R., SCHERER, T., THONY, B. HARDING, C. O. High dose sapropterin
dihydrochloride therapy improves monoamine neurotransmitter turnover in murine
phenylketonuria (PKU). Molecular Genetics and Metabolism. v. 117, p. 5-11, 2016.

WISE, S. A., PHILLIPS, M. M. Evolution of reference materials for the determination of
organic nutrients in food and dietary supplements—a critical review. Analytical and
Bioanalytical Chemistry. v. 411(1), p. 97-127, 2019.

ZHANG, X. K. et al. Changes in monosaccharides, organic acids and amino acids during
Cabernet Sauvignon wine ageing based on a simultaneous analysis using gas chromatography—
mass spectrometry. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 98, n. 1, p. 104112,
1 jan. 2018.

ZHENG, G., JIN, W., FAN, P., FENG, X., BAI, Y., TAO, T., YU, L. A novel method for
detecting amino acids derivatized with phenylisothiocyanate by high-performance
liquidchromatography—electrospray ionization mass spectrometry. International Journal of
Mass Spectrometry v. 392 p. 1-6, 2015.



	UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
	Programa de Pós-graduação em Ciência de Alimentos
	OTIMIZAÇÃO E VALIDAÇÃO DE METODOLOGIA QUANTITATIVA PARA DETERMINAÇÃO DE FENILALANINA EM FARINHA DE TRIGO EMPREGANDO CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA COM DETECTOR UV-VIS
	OTIMIZAÇÃO E VALIDAÇÃO DE METODOLOGIA QUANTITATIVA PARA DETERMINAÇÃO DE FENILALANINA EM FARINHA DE TRIGO EMPREGANDO CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA COM DETECTOR UV-VIS (1)
	OTIMIZAÇÃO E VALIDAÇÃO DE METODOLOGIA QUANTITATIVA PARA DETERMINAÇÃO DE
	LORENA THAIS SOUZA DIAS
	Dedicatória
	Agradecimentos
	Epígrafe
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE ILUSTRAÇÕES
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
	SUMÁRIO
	1 INTRODUÇÃO
	2 OBJETIVOS
	2.1Objetivo geral
	2.2 Objetivos específicos

	3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	3.1 Erros Inatos do Metabolismo
	3.2 Fenilcetonúria
	3.2.1 Epidemiologia
	3.2.2 Diagnóstico e tratamento
	3.2.3 Legislação

	3.3 Metodologia Analítica
	3.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiência
	3.3.2 Detector Ultravioleta

	3.4 Derivatização
	3.5 Validação de metodologia analítica
	3.5.1 Seletividade
	3.5.2 Linearidade
	3.5.3 Limite de Detecção
	3.5.4 Limite de Quantificação
	3.5.5 Tendência/Recuperação
	3.5.5.1 Curva de adição-padrão

	3.5.6 Precisão
	3.5.6.1 Repetibilidade
	3.5.6.2 Precisão intermediária
	3.5.6.3 Limite da precisão


	3.6 Triângulo de Composição de Alimentos AOAC
	3.7 Farinha de Trigo

	4 MATERIAIS E MÉTODOS
	4.1 Materiais
	4.1.1 Reagentes
	4.1.2 Vidrarias
	4.1.3 Equipamentos
	4.1.4 Amostra

	4.2 Preparo das soluções
	4.2.1 Solução para hidrólise ácida das proteínas
	4.2.1.1 Solução de ácido clorídrico 6 M com fenol

	4.2.2 Soluções para a derivatização dos aminoácidos
	4.2.2.1 Solução de acetato de sódio trihidratado 0,2 M
	4.2.2.2 Solução de re-secagem
	4.2.2.3 Solução derivatizante sem PITC
	4.2.2.4 Solução derivatizante com PITC
	4.2.2.5 Solução de ácido fosfórico a 10% v/v
	4.2.2.6 Solução diluente

	4.2.3 Soluções para análise cromatográfica
	4.2.3.1 EDTA dissódico 2g/L
	4.2.3.2 Solução de ácido acético 1 M
	4.2.3.3 Solução de hidróxido de sódio 0,5 M
	4.2.34 Fase móvel A
	4.2.3.5 Fase móvel B

	4.2.4 Soluções utilizadas para análise da seletividade
	4.2.4.1 Solução de ácido clorídrico 0,1M
	4.2.4.2 Solução padrão dos aminoácidos individuais 2,5 µmol/mL

	4.2.5 Soluções utilizadas para linearidade e efeito matriz
	4.2.5.1 Solução intermediária do padrão de aminoácido 100 nmol/mL
	4.2.5.2 Curva de calibração em solvente (0,20; 0,35; 0,50; 0,65; 0,80; 0,95 nmol/mL)
	4.2.5.3 Extrato de farinha de trigo hidrolisada
	4.2.5.4 Curva de calibração matrizada

	4.2.6 Soluções utilizadas para precisão (repetibilidade e precisão intermediária) e recuperação
	4.2.6.1 Solução padrão de Phe 0,05 mmol/mL

	4.2.7 Soluções utilizadas para limite de detecção e quantificação

	4.3 Métodos
	4.3.1 Hidrólise da proteína presente na amostra
	4.3.2 Derivatização dos aminoácidos
	4.3.3 Sistema cromatográfico e condições do método analítico
	4.3.4 Validação do método analítico
	4.3.4.1 Seletividade
	4.3.4.2 Efeito matriz
	4.3.4.3 Linearidade
	4.3.4.4 Recuperação, Repetibilidade e Precisão Intermediária
	4.3.4.5 Limite de Detecção e Quantificação



	5 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	5.1 Otimização
	5.1.1 Condições cromatográficas
	5.1.2 Hidrólise ácida

	5.2 Validação
	5.2.1 Linearidade e Efeito Matriz
	5.2.2 Seletividade
	5.2.3 Recuperação, Repetibilidade e Precisão Intermediária
	5.2.4 Limite de Detecção e Quantificação


	6 CONCLUSÃO
	REFERÊNCIA BIBLIOGRÁFICA

