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BURIN, Rafael. Validagao de um método analitico para determinagao de calcio e
estimativa da incerteza de medigao da anadlise de nitritos em produtos carneos.
2006. 94p. Dissertagcao de Mestrado em Ciéncia dos Alimentos — Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de Santa Catarina — SC.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi validar uma metodologia para determinagcéo de calcio em
produtos carneos e estimar a incerteza de medicdo da analise de nitrito de sdédio,
associar ao resultado da medicdo e comparar os resultados com os preconizados pela
legislagdo brasileira. Na validagdo do método a faixa de trabalho pesquisada
apresentou linearidade satisfatéria (R® = 0,9999). Os limites de deteccdo e
quantificagao foram 11 e 16 mg de calcio/100 g da amostra. Na precisdao do método o
coeficiente de variagdo obtido foi inferior a 3 %. A exatiddao foi determinada pela
fortificacdo das amostras com solugao padréao de calcio. A especificidade do método foi
confirmada para o calcio. Na robustez foram realizadas alteragdes intencionais no
método e avaliadas as recuperagbes do analito. A incerteza expandida para o
mensurando (% Ca*") foi de + 0,00904 g com um nivel de confianga de 95 % e k = 2,87.
Para a analise de nitrito de sddio as principais fontes de incerteza do método foram: a
massa da amostra, o volume da diluicdo, a absorbancia e o volume da aliquota. As
incertezas expandidas (com nivel de confianga de 95 %) foram de + 0,0005 g (k = 2,12),
+0,1032 mL (k = 2), £ 0,0147 (k = 2) e £ 0,008 mL (k = 2) para a massa da amostra,
volume da diluicdo, absorbancia e volume da aliquota respectivamente. Os resultados
mostraram uma incerteza expandida de + 0,21 mg/100 g com k = 2 e um nivel de
confianca de 95 % e a fonte de incerteza com maior contribuicdo foi o volume da
aliquota com 66 % de influéncia. Em 10 % das amostras analisadas o valor do teor
maximo de nitrito de sédio foi superior ao permitido pela legislagao brasileira. O método
analitico proposto para quantificacdo de calcio, mostrou-se sensivel, preciso, exato,
robusto e linear na faixa de trabalho sendo adequado para determinar o teor de calcio
em produtos carneos. Foi possivel observar que ha uma grande variagao nos teores de
nitritos entre as amostras dos produtos analisados. A incerteza de medi¢cao associada
ao resultado € um dos mais importantes elementos do sistema de garantia da qualidade
implementada em um laboratério.

Palavras-chaves: determinagdo de calcio; determinagdo de nitrito; produtos carneos;
validagcdo de metodologias, incerteza de medigao.



BURIN, Rafael. Validation of an analytical method for calcium determination and
estimation of the uncertainty of measurement in nitrite analysis of meat products.
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ABSTRACT

The aim of the present work was to validate a methodology for calcium determination in
meat products and estimate the uncertainty of measurement of the analysis of sodium
nitrite, correlating it with the result of the measurement and compare the results with
Brazilian legislation. Concerning to method validation, the range of work presented
satisfactory linearity (R? = 0,9999). The limits of detection and quantitation were 11 and
16 mg of calcium/100 g of sample. Concerning to the accuracy of the method, the
variation coefficient was lower than 3 %. The trueness was determined by the
fortification of samples with a calcium standard solution. The specificity of the method
was confirmed for calcium. In robustness, intentional alterations were carried out in the
method and the trueness of the analyte was evaluated. The expanded uncertainty for
the analyte (% Ca"") was of + 0,00904 g with a confidence level of 95 % and k = 2,87.
For the analysis of sodium nitrite, the main sources of method uncertainty were the
weight of sample, the volume of the dilution, the absorbance and the volume of the
aliquot. The expanded uncertainties were of + 0,0005 g (k = 2,12 with confidence level
of 95 %), + 0,1032 mL (k = 2 with confidence level of 95 %), = 0,0147 (k = 2 with
confidence level of 95 %) e + 0,008 mL (k = 2 with confidence level of 95 %), for weight
of sample, volume of the dilution, absorbance and volume of the aliquot, respectively.
The results showed an uncertainty expanded of =+ 0,21 mg/100 g with k = 2 and a
confidence level of 95 % and the source of uncertainty with higher contribution was the
volume of the aliquot, with 66 % of influence. The values of the maximum content of
sodium nitrite were superior to the content allowed in Brazilian legislation in 10 % of the
analyzed samples. The proposed analytical method for calcium quantification revealed
sensible, true, accurate, robust and linear in the range of work being suitable to
determine the calcium content in meat products. It was observed a great variation in
nitrite content among samples of the analyzed products. The uncertainty of
measurement associated with the results is one of the most important elements of the
quality guarantee system implemented in a laboratory.

Word-keys: calcium determination; nitrite determination; meat products; validation of
methodologies, uncertainty of measurement.
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INTRODUGAO

A garantia da qualidade analitica € o conjunto completo das medidas que um
laboratério deve assegurar para conseguir dados de alta qualidade. Além do uso da
validagdo e/ou de métodos padronizados, estas medidas sdo: procedimentos eficazes
de controle da qualidade interna (uso de materiais de referéncia, calibragcdo de
equipamentos, controle de documentos, etc.); participagdo em testes de proficiéncia; e
acreditagcdo a um organismo internacional. Existem razdes legais, técnicas e comerciais
que justificam a implantagéo da validagao de métodos analiticos.

Quando um método existente é modificado para atender aos requisitos
especificos, ou um método totalmente novo for desenvolvido, o laboratério deve se
assegurar de que as caracteristicas de desempenho do método (linearidade, faixa de
trabalho, sensibilidade, limites de detecgdo e quantificacdo, precisdo, exatidao,
especificidade, robustez e incerteza de medigdo) atendem aos requisitos para as
operacdes analiticas pretendidas.

A incerteza de um resultado pode provir de muitas
fontes possiveis, incluindo exemplos tais como definicdo incompleta, amostragem,
efeitos da matriz e interferéncias, condicbes ambientais, incertezas das massas e
equipamentos volumétricos, valores de referéncia, aproximagbes e suposicdes
incorporadas ao método e ao procedimento de medicdo, € a variacdo aleatoria
(ELLISON, ROSSLEIN e WILLIANS, 2000).

O mercado de embutidos tem apresentado significativa expansdo e alta
competitividade na ultima década, uma vez que o consumo de produtos carneos como
salsichas, linguicas, mortadelas, hamburgueres e outros, tornaram-se parte do habito
alimentar de uma parcela consideravel de consumidores.

Uma das analises requeridas para embutidos é a determinagao de calcio, sendo
que o metodo analitico, recomendado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), descrito em Brasil (1999), utiliza em uma das etapas de
filtracdo cadinho de Gooch e como elemento filtrante, fibras médias de amianto,
material téxico, que segundo D Acri (2003), pode causar asbestose pulmonar, cancer

de pulmao, mesoteliomas e doencas pleurais. O método foi modificado nesta etapa de



filtragdo e em substituicdo ao amianto foi utilizado, como elemento filtrante, papel filtro
quantitativo.

Em produtos carneos, outra analise recomendada pelo MAPA, é a determinacao
de nitrito de sddio, utilizados para a cura dos produtos, sendo o seu uso limitado pela
legislacéo brasileira.

Sais de cura, como nitrato e nitrito de sodio e de potassio, sdo largamente
utilizados como aditivos alimentares no processamento de produtos carneos. Os sais de
nitrito sdo fixadores de cor e agentes de cura, além de conservarem a carne contra a
deterioracdo bacteriana, inibem o crescimento de Clostridium botulinum e producéo da
toxina em carnes curadas (LEE, CHO e PARK, 2006). Seus efeitos adversos sao
representados principalmente pela metamioglobina téxica e pela formagdo de
nitrosaminas, as quais possuem agdo carcinogénica, mutagénicas e teratogénicas,
segundo Stertz, Penteado e Freitas (2004). Considerando as propriedades quimicas
dos nitritos, € de fundamental importadncia o conhecimento da exatidao e precisdo do
método utilizado, bem como a incerteza de medigao associada ao resultado.

Os objetivos deste trabalho foram: 1) validar a metodologia para determinagao de
calcio em embutidos carneos; 2) estimar a incerteza de medigdo da analise de nitrito de
sodio, em produtos carneos, associada ao resultado da medicdo e comparar os

resultados com os preconizados pela legislacao brasileira.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Calcio em alimentos

O célcio é o mineral mais abundante no corpo humano. E importante para o
metabolismo intracelular, formagao e manutengao dos ossos e dos dentes, coagulagao
sanguinea, condugado nervosa, contragdo muscular e fungdes cardiacas (BASS e
CHAN, 2006). A ligagao do calcio e a mineralizagado Ossea é, durante toda a vida,
evidenciada na tentativa de se prevenir a osteoporose. A deficiéncia de calcio pode
acarretar além da perda da massa 6ssea, problemas como céibras e irritabilidade, por
ser um mineral necessario na transmissao nervosa e na regulacdo dos batimentos
cardiacos (CASE et al. 2005).

A biodisponibilidade de um material € a sua capacidade de estar biologicamente
disponivel para ser absorvido pelo organismo humano. A absor¢ao intestinal do calcio
de todas as fontes varia tipicamente de 23 % a 37 % (SCHRODER et al. 2005). E um
processo complexo e ligado a inumeros outros fatores, que incluem desde a
disponibilidade na dieta, a idade, a raca, a presenca de vitamina D, até o uso de
drogas, como os barbituricos (DUTRA-DE-OLIVEIA e MARCHINI, 1998), além dos
tratamentos térmicos aplicados aos produtos. Segundo Casé et al. (2005), quanto maior
a solubilidade de um sal de célcio maior sua disponibilidade, a solubilidade dos sais
organicos € muito maior que a dos sais inorganicos.

Em embutidos carneos a concentragao de calcio depende do tipo de embutido e
da quantidade de carne mecanicamente separada (CMS) utilizada para a sua
fabricacédo. A legislagao brasileira limita o uso de CMS em embutidos (SOUSA et al.
2003). A Instrugdo Normativa n° 4, de 31 de margo de 2000, aprova os regulamentos
técnicos de identidade e qualidade de carne mecanicamente separada (CMS) de
mortadela, linglica e salsicha, sendo permitido o uso de até 60 % de CMS em
mortadelas e salsichas, e de 20 % em linguigas tipo calabresa (BRASIL, 2000).

O método analitico recomendado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para determinagéo de calcio em produtos carneos € o descrito

em Brasil (1999). Em uma das etapas de filtragdo desta metodologia € utilizado como



elemento filtrante fibras de amianto, material toxico, que segundo D Acri (2003) pode
causar asbestose pulmonar, cancer de pulmdo, mesoteliomas e doengas pleurais
benignas como placas pleurais e limitagdes cronicas de fluxo aéreo.

Estudo realizado por Crosland et al. (1995) na investigacédo de um método para
detecgdo de carne mecanicamente separada, em produtos carneos, foi observado na
primeira etapa do estudo, a composicdo analitica da carne separada do o0sso
manualmente e mecanicamente de diferentes animais: bovino, suino, cordeiro, frango e
peru. As analises realizadas foram: umidade, gordura, nitrogénio, cinzas, colageno,
calcio, ferro e purinas totais, sendo que a determinacdo do calcio foi realizada pelo
método de espectroscopia de absorcdo atdbmica e sua concentracdo variou
consideravelmente em uma faixa de concentracdo de 33 mg/100 g em cordeiros até
206 mg/100 g em CMS de suinos.

Na produgcdo de um extrato hidrossoluvel de soja enriquecido com calcio,
realizado por Casé et al. (2005), foram utilizados diferentes sais de calcio no
enriquecimento do produto, como o lactato e o carbonato de calcio, fosfato tricalcio e
calcio quelato, sendo o lactato de calcio o sal que apresentou menor perda durante as
etapas do processamento, mas ocorreu separacao das fases do produto, o que nao
ocorreu com o calcio quelato. A quantificagdo do célcio no “leite” de soja foi realizada
através da técnica de espectrometria de emissdo atbmica em plasma indutivamente
acoplado e a quantidade de calcio (mg/100 g) observada no “leite” de soja né&o

fortificado foi de 8,6 e no produto fortificado com calcio quelato foi de 225,1.

1.2 Nitritos em alimentos

A adicdo de nitrito e nitrato em alimentos € oficialmente regulamentada, na
maioria dos paises. A Food and Drugs Administration (FDA, 2005) estabelece
atualmente, um limite maximo de 200 ppm para nitrito de sédio e 500 ppm para o nitrato
de sodio quando utilizados com a finalidade de fixadores de cor e conservantes em
carnes de pescados, aves e produtos carneos em geral. Contudo, as orientagdes
quanto ao seu emprego tém sofrido alteragdes nos ultimos anos, principalmente nos

paises em desenvolvimento. No Brasil, até dezembro de 1998 era permitido um limite



maximo para nitrito e nitrato de sédio de 200 e 500 ppm, respectivamente, reduzindo, a
partir daquela data, para valores de 150 e 300 ppm para produtos carneos (BRASIL,
1998) valores limites, considerados elevados por alguns autores, uma vez que em
outros paises, a legislagao estabelece valores inferiores (MELO FILHO, BISCONTINI e
ANDRADE, 2004).

Os nitritos possuem efeitos benéficos importantes sobre o “flavor” das carnes
curadas por impedir a oxidacdo devido a atividade antioxidativa da oxido nitrico
mioglobina e da S-nitrosocisteina, um composto formado durante o processo da cura
(HULTIN, 1993). A fixagdo da cor nas carnes ocorre quando o oxido nitrico reage com o
ferro da mioglobina, formando a nitrosomioglobina, de cor vermelha brilhante, que
quando submetida ao calor sua coloragédo se estabiliza pela desnaturagdo da porcao
protéica da mioglobina, resultando no pigmento nitrosomiohemocromégeno, de cor
rosea brilhante, caracteristico da carne curada cozida, mais estavel que o pigmento
nitrosomioglobina (PARDI et al. 1996). Os resultados, da cura nas carnes, sdo bem
caracterizados pela coloragao rosa, flavor e textura do produto (CASSENS, 1997).

O nitrato é inicialmente reduzido a nitrito por enzimas bacterianas (nitrato
redutases), dentre as bactérias redutoras encontram-se: Achromobacter dentriticum,
Micrococcus epidermidis e M. auranticus. Na presenga de condigdes redutoras
apropriadas, o nitrato é posteriormente desdobrado em acido nitroso (HNO) e em 6xido
nitrico (NO) (PARDI et al. 1996) e quando entra na corrente sanglinea, oxida o ferro
(Fe”> - Fe™) da hemoglobina, produzindo a metahemoglobina. Essa forma de
hemoglobina é inativa e incapaz de transportar o oxigénio para a respiracédo normal das
células nos tecidos, causando a chamada metahemoglobinemia (STERTZ, PENTEADO
e FREITAS, 2004). Esse risco € maior em criangas, devido a baixa acidez do estémago,
que também promovem a reducdo do nitrato a nitrito, favorecendo igualmente a
metahemoglobinemia (MELO FILHO, BISCONTINI e ANDRADE, 2004; CHERIAN e
NARAYANA, 2006).

O seu uso é discutivel devido a possibilidade de originar compostos nitrosos de
acdo carcinogénica (OLIVEIRA, ARAUJO e BORGO, 2005), mutagénicas e
teratogénicas (STERTZ, PENTEADO e FREITAS, 2004). As nitrosaminas (N-nitroso) se

formam quando um grupo nitroso (-N=0O), geralmente proveniente do &cido nitroso



(HNOy), se incorpora a um atomo de nitrogénio de certos compostos nitrogenados
(PRICE e SCHWEIGERT, 1994) como as aminas secundarias e terciarias em
condi¢cdes semelhantes as vigentes em estdmagos de mamiferos (SERTZ, PENTEADO
e FREITAS, 2004; CHERIAN e NARAYANA, 2006). Em humanos a dose letal de nitrito
€ de aproximadamente 1 g (CASSENS, 1997).

O mercado de embutidos tem apresentado significativa expansdo e alta
competitividade na ultima década, uma vez que o consumo de produtos carneos como
salsichas, linguigas, mortadelas, hamburgueres e outros, tornou-se parte do habito
alimentar de uma parcela consideravel de consumidores (MELO FILHO, BISCONTINI e
ANDRADE, 2004).

Outras fontes potenciais de nitritos sdo as aguas, os vegetais e alimentos
processados. Devido a toxicidade do nitrito sua concentracdo em aguas € bem
regulamentada nos Estados Unidos e a concentragdo maxima admitida € de 0,1 ppm
(BUTT, RIAZ e IQBAL, 2001). No Brasil, a Portaria n° 518, de 25 de margo de 2004,
estabelece os procedimentos e responsabilidades relativas ao controle e vigilancia da
qualidade da agua para consumo humano e seu padréao de potabilidade, sendo o limite
maximo permitido de 1 e 10 ppm para nitrito e nitrato, respectivamente (STERZ,
PENTEADO e FREITAS, 2004).

O nitrito residual em produtos carneos € extremamente reduzido sob
aquecimento e continua a diminuir sua concentracdo durante o armazenamento
principalmente em produtos de carne curados. Segundo Pardi et al. (1996) 50 % do
nitrito adicionado degrada nas primeiras 24 horas e aproximadamente 10 % permanece
depois de sete dias.

A determinagdo simultanea de nitrito e nitrato em produtos carneos e vegetais
realizadas por Oztekin, Nutku e Erim (2002), através do método de eletroforese capilar
revestido de polietilenoimina, que segundo os autores, tem a vantagem de menor
tempo para preparagdo da amostra e realizagado da anadlise. Os resultados observados
para nitritos (mg/100 g) foram de 2,43 para salame e 3,12 para salsicha.

Butt, Raiz e Igbal (2001) utilizaram o método da cromatografia liquida de alta
eficiéncia de par-ibnica para determinacédo simultadnea de nitritos e nitratos em vegetais

(espinafre e alface) onde foi possivel separar os ions e quantifica-los, e compara-los os



resultados com a analise da cromatografia ibnica, que nao detectou nitritos nos
vegetais. O método de fluorescéncia é sensitivo, mas na presenca de alguma matéria
organica, como o formaldeido, pode ocorrer diminuicdo da fluorescéncia. O método
enzimatico requer muito tempo e tem pouca precisdo podendo apresentar um desvio
padrao relativo de 20 a 30 %.

Outro método para determinagdo de nitrito residual e nitrito ligado a proteina
(grupo NO-nitrosotiol) € a analise de fluxo de injegao (FIA). Ruiz-Capillas, Aller-Guiote e
Jimenez-Colmenero (2006), utilizaram esta metodologia em salsichas cozidas e secas,
sendo a quantidade de nitrito residual encontrada de 7,06 mg/100 g.

A andlise de nitritos recomendada pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) esta descrita em Brasil, (1999). Baseia-se na reagéo de
diazotacdo de nitritos com acido sulfanilico e acoplamento com cloridrato de alfa-
naftilamina em meio acido, formando o acido alfa-naftilamino-p-azobenzeno-p-sulfénico
de coloragao rosea. O produto resultante é determinado espectrofotometricamente a
540 nm.

1.3 Qualidade dos resultados analiticos

E fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios objetivos para
demonstrar, através da validagao, que os métodos de ensaio que executam conduzem
a resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida. Se um método existente
for modificado para atender aos requisitos especificos, ou um método totalmente novo
for desenvolvido, o laboratério deve se assegurar de que as caracteristicas de
desempenho do método atendem aos requisitos para as operacdes analiticas
pretendidas (INMETRO, 2003b).

Os termos validacdo e garantia da qualidade sido extensamente usados.
Entretanto, muitos analistas e laboratérios desconhecem o sentido exato, a diferenca e
o relacionamento entre os dois termos. Validar um método é investigar se a finalidade
analitica esta sendo atingida, se estad obtendo resultados analiticos com um nivel
aceitavel da incerteza. Validagdo de métodos analiticos € o primeiro passo para a

garantia da qualidade em um laboratorio. A garantia da qualidade analitica € o conjunto



completo das medidas que um laboratério deve obter para conseguir dados de alta
qualidade. Além do uso da validagao e/ou de métodos padronizados, outras medidas
sao importantes, tais como: procedimentos eficazes de controle da qualidade interna
(uso de materiais de referéncia, controle de documentos, etc.); participacdo em testes
de proficiéncia; e acreditacdo a um organismo internacional, geralmente NBR ISO/IEC
17025 (TAVERNIERS, LOOSE e BOCKSTAELE 2004).

Do ponto de vista pratico, um método, uma vez desenvolvido deve ser submetido
a algum procedimento experimental para estimar seu desempenho. O método sera
validado se estes desempenhos estiverem conforme aos pré-requisitos estabelecidos.
Assim, propds-se fazer uma distincdo entre o procedimento da avaliacdo, que deve
consistir em coletar os dados experimentais, e a prépria validagdo que deve ser
verificada se os resultados forem satisfatérios (FEINBERG e RAGUENES, 1998).

Com o desenvolvimento rapido de metodologias analiticas, a grande importancia
da validagdo hoje em dia esta na qualidade das medigdes feitas. A qualidade na
medicdo de dados analiticos abrange dois critérios essenciais - utilidade e
confiabilidade. Um aspecto chave da confiabilidade ou a validade dos resultados é que
eles sdo comparaveis, desde sua origem. Comparabilidade entre resultados no sentido
estrito € fornecida pela rastreabilidade de padrées apropriados (TAVERNIERS,
BOCKSTAELE e LOOSE 2004).

A rastreabilidade vem ganhando mais importancia em medi¢des analiticas, pode
ser atribuida para diferentes aspectos relatados para a medigéo, rastreabilidade de um
resultado, de um método, de um procedimento, de um produto, de um material e de um
equipamento (TAVERNIERS, BOCKSTAELE e LOOSE 2004). A rastreabilidade, diz
respeito ao requisito para relacionar os resultados das medicdes aos valores de
padrées ou referéncias. E importante porque assegura que medicdes feitas em
laboratdrios diferentes ou em diferentes ocasides sejam comparaveis (ANVISA, 2004).

A rastreabilidade do resultado de um procedimento analitico completo deve ser
estabelecida pela combinagdo dos seguintes procedimentos: 1) uso de padrdes
rastreaveis para calibrar os equipamentos de medic¢ao; 2) pelo uso, ou comparagao dos
resultados de um método primario; 3) pelo uso de um material de referéncia (MR) de

substancia pura; 4) pelo uso de um material de referéncia certificado (MRC) com uma



matriz apropriada e; 5) pelo uso de um procedimento aceito e rigorosamente definido
(ELLISON et al. 2000).

1.4 Validagao

A validagédo € a comprovacgéo, através do fornecimento de evidencia objetiva, de
que os requisitos para uma aplicagdo ou uso especificos pretendidos foram atendidos
(INMETRO, 2003Db).

Existem razbes legais, técnicas e comerciais que justificam a implantagdo da
validacdo de métodos analiticos, apesar de nao haver uma norma estabelecida de
ambito nacional ou internacional.

Atualmente, para mostrar competéncia técnica, os laboratérios que executam as
andlises devem submeter-se a um credenciamento ("accreditation") de um &érgéo
vigente de ambito nacional ou internacional (RIBANI, 2004). A “acreditacéo” é
concedida a um laboratério para um conjunto especifico de atividades (ensaios ou
calibragbes) apos avaliagbes que irao incluir tipicamente um exame dos procedimentos
analiticos em uso, o sistema da qualidade e a documentacdo da qualidade. Os
procedimentos analiticos sdo examinados para garantir que eles sejam tecnicamente
apropriados ao fim pretendido. O desempenho do laboratério em esquema de ensaio de
proficiéncia externo pode ser também examinado. A avaliacdo pode incluir
adicionalmente ensaios de proficiéncia, onde €& necessario que o laboratério analise
amostras fornecidas pela entidade “acreditadora” e atinja niveis de preciséo e exatidao
aceitaveis (ANVISA, 2004).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) s&o o6rgéos
credenciadores para verificar a competéncia de laboratérios de ensaios Estes 6rgaos
disponibilizam guias para o procedimento de validacdo de métodos analiticos, a
Resolugdo ANVISA RE n® 899, de 29/05/2003 e o documento INMETRO DOQ-CGCRE-
008, de margo/2003, respectivamente (RIBANI, 2004).

Representantes das industrias (farmacéuticas) e agéncias reguladoras dos

Estados Unidos, Europa e Japao definiram parametros, requerimentos e, em alguns



casos, também metodologias para validagdo dos meétodos analiticos através da
International Conference on Harmonization (ICH), numa tentativa de harmonizar as
definigdes (RIBANI, 2004).

A International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) também redigiu um
documento técnico, um guia para validagdo de métodos analiticos que € utilizado pela
International Organization for Standarization (ISO) (THOMPSON, ELLISON e WOOD,
2002). A norma internacional ISO/IEC 17025, que é especifica para laboratérios de
ensaio e de calibragao, no item 5.4.5, apresenta a "validagcao de métodos" como um dos
requisitos técnicos importantes na qualidade assegurada dos laboratérios de ensaio,
bem como a documentagao do trabalho de validagéo. O United States Food and Drug
Administration (US-FDA) também tem proposto um guia (documento n°® ORA-LAB.5.4.5
“‘Methods, Method Verification and Validation”) sobre verificagcdo da performance de
meétodos padronizados e validagdo de métodos nao padronizados (RIBANI, 2004).

Orgaos como ICH, IUPAC, I1SO, ANVISA, INMETRO exigem o item “validacéo de
métodos analiticos” como um requisito fundamental no credenciamento para qualidade
assegurada e demonstragao de competéncia técnica. O que se pode observar € que
nao ha um procedimento normalizado. Como estes organismos sao responsaveis por
acompanhar e credenciar a competéncia de laboratorios de ensaios é importante
ressaltar que as diferentes terminologias e até algumas caracteristicas de desempenho
do método tém, em sua maior parte, 0 mesmo significado, porém descrito de uma
maneira distinta, para aplica¢des diferentes (RIBANI, 2004).

As similaridades e diferengas quanto aos parametros de validagcdo da ANVISA,
INMETRO e ICH podem ser visualizadas na tabela 1.



Tabela 1. Pardmetros de validagdao do INMETRO, ANVISA e ICH

INMETRO* ANVISA** ICH***
Especificidade e Especificidade e Especificidade
seletividade seletividade
Faixa de trabalho e faixa Intervalo da curva de Escala linear
linear de trabalho calibragao
Linearidade Linearidade Linearidade
Limite de deteccao Limite de detecgao Limite de detecgao
Limite de quantificacao Limite de quantificacao Limite de quantificacéo
Sensibilidade
Exatidao e tendéncia Exatidao Exatidao
Precisao Precisao Precisao

- repetitividade - repetitividade - repetitividade
- reprodutibilidade - reprodutibilidade - reprodutibilidade
- precisao - precisdointermediaria - precisao
intermediaria intermediaria
Robustez Robustez Robustez

Incerteza de medicéo

* Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagao e Qualidade Industrial.
** Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
*** International Conference on Harmonization.

1.4.1 Método normalizado

“E aquele desenvolvido por um organismo de normalizacdo ou outras

organizagdes, cujos métodos sao aceitos pelo setor técnico em questao” (INMETRO,
2003Db).



1.4.2 Método ndao normalizado

“E aquele desenvolvido pelo préprio laboratério ou outras partes, ou adaptado a
partir de métodos normalizados e validados. Por exemplo, método publicado em revista
técnica, método de fabricante de equipamentos, método utilizando “kits” de ensaio e
instrumentos portateis” (INMETRO, 2003b).

1.4.3 Caracteristicas de desempenho do método

As caracteristicas de desempenho do método (ou parametros de validagao)
devem estar claramente declaradas no procedimento documentado e incluir, quando

necessario:

a) Especificidade e Seletividade

Uma amostra, de maneira geral, consiste dos analitos a serem medidos e de
outros componentes que podem ter algum efeito na medigdo, mas que nao se quer
quantificar. A especificidade e a seletividade estao relacionadas ao evento da deteccgao.
Um método que produz resposta para apenas um analito € chamado especifico. Um
método que produz resposta para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta
de um analito a de outro, € chamado seletivo. Entretanto os termos especificidade e
seletividade sao frequentemente utilizados indistintamente ou com diferentes
interpretagdes (INMETRO, 2003b).

A maior parte das definicbes recomendadas pela International Conference on
Harmonization (ICH) concordam com aquelas de outras organizagdes como a
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), International Laboratory
Accreditation Conference (ILAC) e Westen European Laboratory Accreditation
Cooperation (WELAC). Este entendimento ndo ocorre para a seletividade e
especificidade (VESSMAN, 1996).

Segundo Feinberg e Raguénés, (1998) para um processo de validagdo em

laboratério de quimica de alimentos a especificidade é verificada com adi¢gdes dos



padrdes em n amostras. O valor minimo para n deve ser 10 amostras e a adicao do
padréo é feita em cada uma das amostras. A especificidade é verificada ajustando uma
linha reta entre as concentragdes adicionadas e recuperadas.

O teste de especificidade também foi realizado por Garcia et al. (2005), para
validagcédo e desenvolvimento de métodos cromatograficos e espectrofotométricos para
determinagéo de hidroquinona em gel e creme contendo este composto.

No desenvolvimento e validagcdo de um método espectrofluorimétrico para a
determinagado de drogas psicoativas, Mohamed et al. (2005), realizaram os testes de
seletividade do método através de estudos de preparagdes farmacéuticas contendo
quantidades fixas da substéncia ativa (clomipramina ou clorpromazida) com a variagéao
das quantidades de excipientes adicionados (lactose, glicose, sacarose, goma acacia,

acido citrico), sendo determinada a recuperagao dos principios ativos.

b) Faixa de trabalho e faixa linear de trabalho

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentragcdes de valores
do analito ou valores da propriedade na qual o método pode ser aplicado.

No limite inferior da faixa de concentracéo, os fatores limitantes séo os valores
dos limites de deteccado e de quantificacdo. No limite superior, os fatores limitantes
dependem do sistema de resposta do equipamento de medi¢cdo. Dentro da faixa de
trabalho pode existir uma faixa de resposta linear e dentro desta, a resposta do sinal
tera uma relacgao linear com o analito ou valor da propriedade. A extensao dessa faixa
pode ser estabelecida durante a avaliagdo da faixa de trabalho. A faixa linear de
trabalho de um método de ensaio é o intervalo entre os niveis inferior e superior de
concentragdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a determinagdo com a
precisdo, exatiddo e linearidade exigidas, sob as condi¢gdes especificadas para o
ensaio. A faixa linear é definida como a faixa de concentracdo na qual a sensibilidade
pode ser considerada constante e € normalmente expressa nas mesmas unidades do
resultado obtido pelo método analitico (INMETRO, 2003b).

Na validagdo do método para determinagcdo simultdnea de ions brometo e

bromato por cromatografia ibnica em aguas de consumo humano, realizado por



Gongalves et al. (2004), foi estabelecido, apds varias tentativas, o intervalo de trabalho
para os ions brometo e bromato como 50 a 500 ug L™ e 10 a 50 pg L™ respectivamente,
sendo que esta faixa de trabalho para os ions satisfaz a zona de concentragao que
deve ser monitorada.

Todo experimento de determinagao da faixa de trabalho é iniciado pela escolha
de uma faixa preliminar. A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicagao para a qual
0 ensaio vai ser aplicado. A concentragao mais esperada da amostra deve, sempre que
possivel, se situar no centro da faixa de trabalho. Os valores medidos obtidos tém que
estar linearmente correlacionados as concentragbes. Isto requer que os valores
medidos proximos ao limite inferior da faixa de trabalho possam ser distinguidos dos
brancos dos métodos. Esse limite inferior deve, portanto, ser igual ou maior que o limite
de deteccdo do método (INMETRO, 2003b).

c) Linearidade

A linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentragdo do analito em amostras, em uma dada
faixa de concentracdo. A quantificacdo requer que se conheca a dependéncia entre a
resposta medida e a concentragcdo do analito. Para a avaliagao das linearidades de um
método analitico, os calculos da regressao linear ndo sdo suficientes, e os valores
residuais devem ser calculados (TAVERNIERS, LOOSE e BOCKSTAELE 2004).

O coeficiente de correlagao linear é frequentemente usado para indicar o quanto
pode ser considerado adequado a reta como modelo matematico. Um valor maior que
0,90 é, usualmente, requerido. O método pode ser considerado livre de tendéncias se o
corredor de confianga da reta de regresséo linear contiver a origem (INMETRO, 2003b).

A maioria dos equipamentos de deteccao existentes estabelece a sua faixa
dinamica linear. E necessario, entretanto, verificar até que ponto a faixa de
concentragdo do analito coincide com a faixa dinamica linear e assegurar que nenhum
outro fendmeno tenha impacto indesejavel na resposta. Alguns procedimentos
analiticos ndo demonstram linearidade mesmo apds qualquer transformacéao
(INMETRO, 2003Db).



Na validacdo de métodos analiticos a linearidade € um parametro de validacao
utilizado por varios autores como Garcia et al. (2005), no desenvolvimento e validagao
de métodos cromatografico (HPLC) e espectrofotométrico (UV) para determinacao de
hidroquinona em géis, onde obteve uma curva de calibragdo com cinco concentragdes
diferentes de hidroquinona, sendo a linearidade avaliada pelo método de regresséo dos
minimos quadrados, com determinagdes em triplicata para cada nivel de concentragéao.

Garda, Macedo e Furlong (2004), realizaram a determinagao de tricotecenos em
cerveja e avaliaram a incidéncia no produto comercializado no Rio Grande do Sul (9,7
% das amostras coletadas estavam contaminadas com as toxinas pesquisadas), o
método utilizado foi validado e os parametros de validacao testados foram a exatidao,
precisao, limite de quantificacdo e a linearidade do método. Para avaliar a linearidade
foram adicionadas concentragbes conhecidas de duas toxinas (DON e T-2) no
cromatdgrafo, considerando as concentragdes e areas relativas dos padrdes, foi obtido
uma curva padréo.

Nevado et al. (2005), determinaram a linearidade do método para validagéo e
estudos de robustez na determinacdo de enantibmeros do composto racémico
citalopram em formulagcbes farmacéuticas, usando a técnica de eletroforese. A
linearidade foi determinada por injegbes em triplicatas para oito diferentes niveis de
concentragdes para cada componente, obtendo o mesmo resultado para os dois
compostos (R? = 0,9995).

d) Sensibilidade

A sensibilidade de um método €& o gradiente de resposta da curva. A
sensibilidade € um parametro que demonstra a variacdo da resposta em funcao da
concentragao do analito. Pode ser expressa pela inclinagdo da curva de regressao
linear de calibragdo. E determinada simultaneamente aos testes de linearidade, e é
usada frequentemente junto com os limites de deteccdo e limite de quantificacéo
(TAVERNIERS, LOOSE e BOCKSTAELE 2004).

Feinberg e Raguénés (1998), desenvolveram um procedimento padronizado para

validacdo de métodos em laboratérios de quimica de alimentos, realizando a validagéo



de um método espectrofotométrico para analise de glicose em produtos carneos, e na
avaliagdo dos parametros de validacéo a sensibilidade do método foi observada junto
com o modelo utilizado para a determinagao da linearidade e dos limites de deteccao e
quantificagao.

e) Limite de deteccao

Quando séo realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito ou de
uma propriedade, como por exemplo, analise de tragdes, € importante saber qual o
menor valor de concentracdo do analito ou da propriedade que pode ser detectado pelo
método (SABLAYROLLES et al. 2005).

A importancia desta determinacdo e os problemas associados a ela advém do
fato de que a probabilidade de detec¢do ndo muda rapidamente de zero para um
quando seu limite é ultrapassado. Os problemas tém sido investigados estatisticamente
e diversos critérios de decisdo tém sido propostos (INMETRO, 2003b). Muitas
controvérsias sao originadas pelo fato de nao haver atualmente uma concordancia da
terminologia aplicavel. O termo “limite de detecg¢ao” n&o é aceito por todos. O limite de
deteccao ou detecgao limite € a terminologia mais usada, e aceita pelo Eurachem. A
ISO usa “minimo detectavel nesta concentragao”, ja a IUPAC prefere “valor (verdadeiro)
minimo detectavel”’. Entretanto, todas as organizagdes preferem mesmo a definigdo: “a
quantidade mais baixa de um analito em uma amostra que possa ser detectado, mas
nao necessariamente quantificado como um valor exato” (TAVERNIERS, LOOSE e
BOCKSTAELE 2004).

O limite de deteccao nao pode ser confundido com a sensibilidade do método. O
ultimo é "a potencialidade do método para discriminar diferencas pequenas na
concentragdo ou na massa do analito" e é igual ao slope (angulo de inclinagdo) da
curva de calibragdo (TAVERNIERS, LOOSE e BOCKSTAELE 2004).

O limite de deteccao do equipamento (LDE) é definido como a concentragédo do
analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razdo ruido/sinal do equipamento.
O limite de detec¢do do método (LDM) é definido como a concentragcdo minima de uma

substancia medida e declarada com 95% ou 99% de confianga de que a concentragéo



do analito € maior que zero. O LDM é determinado através de analise completa de uma
dada matriz contendo o analito (INMETRO, 2003b).

Sablayrolles et al. (2005), desenvolveram um método cromatografico para
determinagao de ftalatos (ésteres de acido ftalico) no solo e em vegetais, pois séo
compostos pouco degradaveis e téxicos. Na validagdo do método os parametros
avaliados foram a lineridade, a reprodutibilidade, repetitividade e os limites de
quantificagao e deteccdo, sendo este ultimo avaliado como trés vezes o desvio padrao

da analise de dez repeti¢cdes do branco.

f) Limite de quantificagao

O limite de quantificagdo € a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de precisao e veracidade (SABLAYROLLES et al.
2005). Pode ser considerado como sendo a concentragdo do analito correspondente ao
valor da média do branco mais 5, 6 ou 10 desvios padrdo. Algumas vezes é também
denominado “Limite de Determinacao”. Na pratica, corresponde normalmente ao padréo
de calibragdo de menor concentragao (excluindo o branco). Este limite, apds ter sido
determinado, deve ser testado para averiguar se a exatidao e precisdo conseguidas séao
satisfatorias. A diferenca entre limite de deteccdo e de quantificacdo € a ordem de
grandeza das incertezas associadas (INMETRO, 2003b).

Mohamed et al. (2005), desenvolveram um método espectrofluorométrico para
determinagdo de algumas drogas psicoativas como a clorpromazina, thioridazina,
clomipramina, imipramina e desipramina, sendo que na validacdo do método proposto
foram analisados os seguintes parametros: linearidade, limites de detecgdo e
quantificacao, seletividade, precisdao e robustez. O limite de quantificacdo foi avaliado
como dez vezes o desvio padrdo do coeficiente linear da curva de calibracido dividido
pelo coeficiente angular (slope), sendo que os limites de quantificacdo para as drogas
pesquisadas foram de 0,035 a 0,038 pg/ml.

A validacdo de uma metodologia analitica para dosagem de solugbes de
lapachol (naftoquinona encontrada em plantas com atividade antimicrobiana) por

cromatografia liquida, realizada por Fonseca et al. (2004) foi determinada segundo os



critérios da International Conference on Harmonizaton (ICH) e o limite de quantificagéao
foi determinado matematicamente através da relagao entre o desvio padrao da curva de

calibragao e sua inclinagao.

g) Exatidao e tendéncia

Exatiddo do método é definida como sendo a concordancia entre o resultado de
uma medigao e o valor verdadeiro do mensurando (INMETRO, 2003a). Exatidao € um
termo qualitativo. A exatiddo, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio,
implica numa combinacdo de componentes de erros aleatorios e sistematicos
(tendéncia). A determinacao da tendéncia total com relagcdo aos valores de referéncia
apropriados € importante no estabelecimento da rastreabilidade aos padrdées
reconhecidos. A tendéncia pode ser expressa como recuperagdo analitica (valor
observado/valor esperado). A tendéncia deve ser corrigida ou demonstrada ser
desprezivel. (INMETRO, 2003b).

Bilbao et al. (2006), determinaram flavondides em frutas citricas através de uma
nova técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com um detector ultravioleta
sendo os compostos identificados através da cromatografia liquida acoplada a
espectroscopia de massa. A validacdo da metodologia foi realizada através da
avaliagdo dos seguintes parametros: linearidade, preciséo, exatiddo e sensibilidade. A
exatiddo foi avaliada adicionando trés quantidades conhecidas (80, 100 e 120 % do
valor esperado) de cada flavondéide na amostra e os resultados encontrados na
recuperagao foram de 69,28% para isoquercetina, 92,51% para naringina, 93,96 % para
rutina, 95,46 % para naringenina e 96,93 % para quercetina.

Feinberg e Raguénés (1998), no desenvolvimento e aplicagdo de um
procedimento padrdo de validacdo para laboratérios de quimica de alimentos,
determinaram a exatiddo do método alternativo para determinagdo de acgucares
soluveis totais em carnes e produtos carneos em comparagao com aquele de referéncia
que é uma técnica de absor¢ao molecular espectrofotométrica, sendo que o método

alternativo consiste na modificagdo de um reagente de cor e na automatizacdo do



procedimento, a exatiddo dos resultados dos dois métodos ndo teve diferencas
significativa.

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método sao,
entre outros: o uso de materiais de referéncia, participagdo em comparagdes

interlaboratoriais e realizagdo de ensaios de recuperacgao.

g.1) Materiais de Referéncia Certificados (MRC)

Segundo o vocabulario internacional de termos fundamentais e gerais de
metrologia um material de referéncia € definido como um material ou substancia que
tem um ou mais valores de propriedades que sao suficientemente homogéneos e bem
estabelecidos para ser usado na calibragcdo de um aparelho, na avaliagdo de um
método de medi¢cdo ou atribuicbes de valores a materiais. MRC é um material de
referéncia acompanhado por um certificado, com um ou mais valores de propriedades,
e certificados por um procedimento que estabelece sua rastreabilidade a obtengao
exata na unidade na qual os valores da propriedade sao expressos, e cada valor
certificado € acompanhado por uma incerteza para um nivel de confianga estabelecido
(QUEVAUVILLER, 2004; INMETRO, 2003a).

E muito importante que o fornecimento desses MRC sejam realizados por
organismos reconhecidos e confiaveis. O uso correto do MRC consiste na sua analise
para avaliar o desempenho do laboratério. Quando o valor obtido ndo estiver dentro do
intervalo da incerteza indicado para o valor certificado, o laboratério deve procurar as
causas desse desvio e tentar elimina-las ou aceita-las, dependendo do rigor definido
para os resultados (INMETRO, 2003b).

g.2) Comparagdes interlaboratoriais

A ABNT ISO/IEC Guia 43 faz distincdo entre o uso de comparacdes
interlaboratoriais para ensaios de proficiéncia, para a determinagcao do desempenho do
método, e para outros propositos tais como: estabelecer a eficacia e a comparabilidade
de novos métodos de ensaio ou de medi¢do, monitorar métodos estabelecidos e
determinar as caracteristicas de desempenho de um método, geralmente conhecido

como processos colaborativos que é uma forma especial de ensaio para avaliar o



desempenho de um método nas condicdes normais de trabalho em varios laboratérios,
através de ensaio de amostras homogéneas preparadas cuidadosamente (INMETRO,
2003b).

g.3) Comparagao de métodos

Consiste na comparagao dos resultados obtidos utilizando um método interno
com os resultados conseguido através de um método de referéncia. O objetivo é de
estudar o grau de proximidade e dos resultados obtidos pelos dois métodos de ensaio,
ou seja, de avaliar a exatiddo do método interno relativamente ao de referéncia. As
andlises sao realizadas em replicatas utilizando os dois métodos de ensaio, em
separados, sobre a mesma amostra, numa faixa restrita de concentragdo ou em toda

faixa de concentragcao em que se pretende validar o método (INMETRO, 2003b).

g.4) Recuperacao

A recuperagcdo do analito pode ser estimada pela analise de amostras
adicionadas com quantidades conhecidas do mesmo. As amostras podem ser
adicionadas com o analito em pelo menos trés diferentes concentracdes, por exemplo,
préximo ao limite de detecgao, proximo a concentragdo maxima permissivel e em uma
concentragdo a média da faixa de uso do método. A limitacdo deste procedimento é o
de que o analito adicionado ndo esta necessariamente na mesma forma que a presente
na amostra. A presenga de analitos adicionados em uma forma mais facilmente
detectavel pode ocasionar avaliagbes excessivamente otimistas da recuperacao
(INMETRO, 2003b).

Para Rodriguez et al. (2005), recuperacado € definida como a quantidade de
analito, presente ou adicionado na porcdo analisada do material teste, que é
recuperada por medi¢cdo. E define como fator de recuperagcdo a razdo entre a
concentragao experimental observada e a concentragdo de referéncia, obtendo este
valor experimental para o processo analitico usando uma curva de calibragéo.

Os métodos analiticos apontam estimar o valor verdadeiro da concentragcado do
analito com uma incerteza que seja aceita para a finalidade. EURACHEM, IUPAC, ISO

e AOAC recomendam que a recuperagao seja estabelecida sempre como uma parte da



validacdo do método. A recuperacdao deve ser executada para diferentes tipos de
matrizes, em niveis diferentes da concentragdo do analito (TAVERNIERS, LOOSE e
BOCKSTAELE 2004).

h) Precisao

A preciséo é um termo geral para avaliar a dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrodes,
em condicdes definidas. E normalmente determinada para circunstancias especificas de
medicao, e as duas formas mais comum de expressa-las sdo por meio da repetitividade
e a reprodutibilidade, sendo usualmente expressa como desvio padrao (LEITE, 1996;
NEVADO et al. 2005; JAROSZYNSKA e LIGOR, 2005; GARCIA et al. 2005;
SABLAYROLLES et al. 2005).

Estudos da precisdo e tendéncia, que fazem parte da estimativa da incerteza da
medigdo, sdo os critérios mais importantes na validagao de métodos (TAVERNIERS,
BOCKSTAELE e LOOSE 2004).

h.1) Repetitividade

E o grau de concordancia entre os resultados de medi¢cdes sucessivas de um
mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condigcdes de medicdo, chamadas de
condicées de repetitividade (INMETRO, 2003a), a seguir: mesmo procedimento de
medicdo, mesmo observados, mesmo instrumento usado sob mesmas condigdes,
mesmo local e repeticdes em curto espaco de tempo.

A partir do desvio padrao dos resultados dos ensaios sob condicbes de
repetitividade € aconselhavel calcular o limite de repetitividade (r), que capacita o
analista a decidir se a diferenca entre analises duplicatas de uma amostra,

determinadas sob condi¢des de repetitividade é significante (INMETRO, 2003b).

h.2) Reprodutibilidade
E o grau de concordancia entre os resultados das medigdes de um mesmo

mensurando, efetuadas sob condi¢des de variadas medi¢des (INMETRO, 2003a).



Embora a reprodutibilidade ndo seja um componente de validagdo de método
executado por um unico laboratério, € considerada importante quando um laboratério
busca a verificagdo do desempenho dos seus métodos em relagdo aos dados de
validagao obtidos através de comparacgao interlaboratorial (INMETRO, 2003b).

A partir do desvio padrao obtido sob condigdes de reprodutibilidade é possivel
calcular o limite de reprodutibilidade “R”, o qual permite ao analista decidir se a
diferenca entre os valores da duplicata das amostras analisadas sob condi¢des de
reprodutibilidade é significante (TAVERNIERS, LOOSE e BOCKSTAELE 2004).

h.3) Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria refere-se a preciséo avaliada sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério ou
em laboratérios diferentes, mas definindo exatamente quais as condi¢bes a variar (uma
ou mais), tais como: diferentes analistas, diferentes equipamentos e/ou diferentes
tempos. Esta medida de precisdo é reconhecida como a mais representativa da
variabilidade dos resultados em um laboratério e, como tal, mais aconselhavel a usar
(INMETRO, 2003b).

Blanco e Alcala (2006), desenvolveram e validaram um método de
espectroscopia infra-vermelho para quantificacdo simultanea de cinco principios ativos
em preparacdes farmacéuticas avaliando os parametros da seletividade, linearidade,
exatiddo, robustez e a precisdo na forma de repetitividade e precisao intermediaria
sendo determinada através de dois analistas em trés dias e os resultados foram

analisados através do teste F de Snedecor.

i) Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta
em face de pequenas variagbes. Um procedimento analitico diz-se robusto quando a
precisdo e a exatiddo do método sdo praticamente insensiveis a pequenas variagdes
que possam ocorrer no ambiente, no laboratério e pessoal (GARCIA et al. 2003).

Recomenda-se introduzir variagdes intencionais no método, como diferentes dias,



analistas, instrumentos, pH, solventes, reagentes, variagdo na preparagdo da amostra
ou material usado (TAVERNIERS LOOSE e BOCKSTAELE 2004; NEVADO et al.
2005).

Para avaliar as variagdes introduzidas no método deve ser utilizado o modelo do
experimento de Youden e Steiner's que estuda sete vaiaveis em dois niveis diferentes
(TAN, XU e ZHENG, 1995).

Na determinacdo da robustez a IUPAC utiliza o termo “robustness”, mas na
bibliografia podem ser encontrados dois conceitos diferentes: “ruggedness” avalia o
comportamento do método com mudancas nas condi¢cdes experimentais externas
(semelhantes e diferentes laboratérios, analistas, equipamentos...) e “robustness” que
estuda os efeitos dos fatores experimentais intrinsecos do método como variagbes de
temperatura, pH, concentragdo de solventes, mudangas na composi¢ao da fase movel,
tempo de retencéo, etc. (GARCIA et al. 2003).

Nevado et al. (2005), determinaram estudos de validagcdo e robustez em
formulagdes farmacéuticas e definem o teste de robustez como uma etapa da validacao
do método, relatada na precisdo, com o objetivo de identificar possiveis fontes de erro

que possam ocorre em métodos especificos nas condi¢des internas de analise.

j) Incerteza da medicao

Informacgdes sobre incerteza da medigao estao detalhadas a partir do item 1.5.

1.5 Incerteza

A definicdo do termo incerteza da medigao, segundo o vocabulario internacional
de termos basicos e genéricos em metrologia é: “um parametro associado ao resultado
de uma medicdo, que caracteriza a dispersdao de valores que poderiam ser
razoavelmente atribuidas ao mensurando” (INMETRO, 2003a).

A incerteza da medigao esta diretamente ligada com o controle de qualidade e a

garantia da qualidade, aspectos envolvidos na validagao de métodos (BURNS, 2004).



1.5.1 Fontes de Incerteza

Na pratica, a incerteza de um resultado pode provir de muitas fontes possiveis,
incluindo exemplos tais como definicdo incompleta, amostragem, efeitos da matriz e
interferéncias, condigbes ambientais, incertezas das massas e equipamentos
volumétricos, valores de referéncia, aproximagdes e suposigdes incorporadas ao
método e ao procedimento de medicéo, e a variacdo aleatéria (CAMOES, 2001).

A descricao do Guide Uncertainty Meassurement (GUM) envolve a identificagao
de todas as possiveis fontes de incerteza para o método; a estimacdo de sua
magnitude para os dados experimentais e a combinag&do destas incertezas individuais
para apresentar uma incerteza expandida (BARWICK et al. 1999).

A avaliacdo da incerteza é baseada na identificagcdo e quantificagcao dos efeitos
dos parametros de influéncia sobre a incerteza global. Além disso, requer a
compreensao do procedimento de medigéo e das incertezas associadas a cada um dos
fatores que influenciam o resultado. A medicdo de uma grandeza é sempre iniciada
através da identificacdo do mensurando, associado aos respectivos meétodos de
medigao e procedimento de medi¢do (BUCHMANN e SARKIS, 2002).

Com o objetivo de identificar e analisar as possiveis fontes de incerteza na
medicdo das grandezas avaliadas, os procedimentos adotados em cada etapa devem
ser detalhados e estruturados de forma a garantir a maxima abrangéncia, evitando a
duplicidade de fontes de incerteza. Normalmente, este objetivo pode ser alcangcado e
melhor visualizado através da utilizacdo de diagramas de causa e efeito, também

conhecido como diagrama de Ishikawa ou de espinha de peixe (BARWICK et al. 1999).

1.5.2 Componentes de incerteza

Na estimativa da incerteza total, pode ser necessario tratar cada fonte de
incerteza separadamente para se obter a contribuicdo de cada fonte. Cada uma das
distintas contribuicbes a incerteza € denominada como um componente de incerteza.
Quando expressada como um desvio padrao, um componente de incerteza € conhecido

como incerteza padronizada. Entretanto, geralmente é possivel avaliar o efeito



combinado de diversos componentes. Isso pode reduzir o total do esforgo envolvido e,
quando os componentes cujas contribuicbes avaliadas conjuntamente sé&o
correlacionadas, pode nao haver necessidade adicional de se levar em conta a
correlagao (ELLISON, ROSSLEIN e WILLIAMS, 2000).

Buchmann e Sarkis (2002) estimaram a incerteza de medig&o para o preparo de
uma solugcdo de referéncia para calibragdo e identificaram as fontes de incerteza
através de um diagrama causa e efeito. Nos ramos principais foram descritas as
grandezas de entrada da equagdo que representa o mensurando. Nos ramos
secundarios foram especificadas as fontes de incerteza associadas direta ou
indiretamente a essas grandezas. As duas componentes de incerteza da medi¢cao da
massa, a repetitividade e a linearidade foram combinadas para fornecer uma incerteza
padrao combinada.

A estimativa da incerteza na analise de espectrometria para a determinagao de
niquel em agua foi realizada por Barwich et al. (1999) as fontes de incerteza foram
identificadas pela construgdo de um diagrama de causa efeito. O efeito principal &
representado por uma linha horizontal no diagrama (concentragdo de niquel ng/g). As
principais causas foram representadas por ramos principais em torno do resultado
foram a concentragao da solugao da amostra, o fator de diluicdo da amostra e o fator de
recuperagao. As incertezas associadas a estes parametros contribuiram para a
incerteza total no resultado final.

Para o resultado de uma medi¢cdo, a incerteza total, denominada incerteza
padronizada combinada (uc), € um desvio padrdo estimado igual a raiz quadrada
positiva da variancia total, obtida pela combinagcdo de todos os componentes da
incerteza, independentemente de como foram avaliados (ELLISON et al. 2000).

Em quimica analitica, para a maioria das aplicacdes, deve ser utilizada uma
incerteza expandida (U). A incerteza expandida fornece um intervalo dentro do qual se
acredita, com um alto nivel de confianga, que esteja o valor do mensurando. A incerteza
expandida € obtida pela multiplicagdo da incerteza combinada, por um fator de
abrangéncia (k). A escolha do fator k € baseada no nivel de confianga desejado
(CAMOES, 2001).



1.5.3 Processo de estimativa da incerteza de medicao

A estimativa da incerteza é simples em seu principio. As tarefas que precisam
ser executadas para se obter uma estimativa da incerteza associada ao resultado de
uma medicdo serdo resumidas a seguir em quatro etapas segundo o Guia
EURACHEMY/CITAC Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement, 2° edigdo, 2000
(ELLISON et al. 2000).

Etapa 1. Especificacdo do mensurando

O objetivo desta etapa € descrever o procedimento de medigdo. Consiste em
enumerar as etapas de medicdo e uma expressdo matematica do mensurando e os
parametros dos quais ele depende (ELLISON et al. 2000).

Declarar claramente o que esta sendo medido, incluindo a relagdo entre o
mensurando e as grandezas de entrada (i.e. grandezas medidas, constantes, valores
do padrao de calibragao, etc.), das quais ele depende.

O mensurando € o objeto da medicdo. Grandeza especifica submetida a
medi¢éo (ELLISON, 2000).

Etapa 2. Identificagdo das fontes de incerteza

Esta etapa € uma das mais dificeis na avaliacdo da incerteza de medigdes
analiticas, porque ha um risco de negligenciar as fontes de incerteza, por um lado, e
conta-las duas vezes, por outro. A utilizagdo de um diagrama de causa e efeito, € um
modo possivel de ajudar a evitar que isso ocorra (ELLISON et al. 2000).

Listar as possiveis fontes de incerteza. Isso incluira as fontes que contribuem
para a incerteza dos parametros da relacdo estabelecida na etapa 1, mas podendo
também incluir outras fontes e n&o deixando de incluir fontes decorrentes de
pressuposi¢cdes quimicas. E sugerido um procedimento genérico para formagéo de uma
lista estruturada das possiveis fontes de incerteza. Na pratica, a analise estruturada
necessaria é efetuada por meio de um diagrama de causa e efeito (também conhecido
como diagrama Ishikawa ou “espinha de peixe”).

Etapa 3. Quantificagdo dos componentes de incerteza



Medir ou estimar a dimensdo do componente de incerteza associado a cada
fonte potencial de incerteza identificada. Geralmente é possivel estimar ou determinar
uma Unica contribuicdo & incerteza associada a diversas fontes distinta. E também
importante considerar se os dados disponiveis abrangem suficientemente as fontes de
incerteza, e programar cuidadosamente experimentos e estudos adicionais para
assegurar que todas as fontes sejam adequadamente consideradas (ELLISON et al.
2000).

Etapa 4. Calcular a incerteza combinada

As informacgdes obtidas na etapa 3 consistirdo de diferentes contribuicdes
quantificadas para a incerteza total, sejam associadas a fontes individuais ou aos
efeitos combinados de diversas fontes. As contribuicbes devem ser expressas como
desvios padrdo, e combinadas conforme as regras apropriadas para se ter uma
incerteza combinada. O fator de abrangéncia apropriado deve ser aplicado para se

chegar a uma incerteza expandida (ELLISON et al. 2000).
1.5.4 Formas de avaliagao da incerteza

a) Avaliacdo do tipo A

Método de avaliagdo da incerteza pela analise estatistica de uma série de
observagdes. Quando um conjunto de muitas medigdes repetidas € realizado, a média
e 0 desvio padrao estimado (s) podem ser calculados do conjunto (BUCHMANN,

2002). A incerteza padrao, u, é calculada segundo equagao (1)
u=s/vn (1)
Sendo:
n = numero de medi¢des realizadas;

s = desvio padrao.

b) Avaliagao do tipo B



Sao incertezas estimadas usando qualquer outra informagdo. Pode ser
informacado de medicbes em experiéncias passadas, de certificados de calibragao,
especificagbes do fabricante, de informagdes publicadas, e do bom senso (ELLISON et
al. 2000; INMETRO, 2003b).

Buchmann e Sarkis (2002), avaliaram a incerteza da concentragdo da soluc&o
estoque como do tipo B, pois ndo existiam informagdes especificas sobre a distribuicdo
dos valores de concentracdo medidos dentro do intervalo especifico, considerou-se

uma distribuigao retangular.

1.5.5 Tipos de incerteza

a) Incerteza padréao (u)

Incerteza do resultado de uma medicdo expressa como equivalente a um desvio
padrdao. Sempre estara em um nivel de confiangca de 68%. Todas as incertezas
contribuintes devem ser expressas no mesmo nivel de confianca, convertendo-se entao
em incerteza padrao. A incerteza padrao é a margem cujo tamanho pode ser pensada

como “mais ou menos um desvio padrao” (ELLISON et al. 2000).

b) Incerteza padrao combinada (uc)

Incerteza padronizada de um resultado de medicdo quando este resultado é
obtido por meio dos valores de varias outras grandezas, sendo igual a raiz quadrada
positiva de uma soma de termos, sendo estes as variancias ou covariancias destas
outras grandezas, ponderadas de acordo com quanto o resultado das medi¢cdes variam
com mudangas nestas grandezas (ELLISON et al. 2000).

A determinacdo da incerteza padrao combinada, equacdo 2 é obtida com a
combinacao das diferentes incertezas padréo (u;), ndo correlacionadas, envolvidas no
processo de medigado. Sempre tera um nivel de confianga de 68 % (SOUZA et al. 2006;
FIDELIS, 2004).

u,= \/uz]+u§+u32...u2 (2)

n



Sendo:
uc = incerteza padrao combinada;

us = incerteza padrdo de um componente.

No desenvolvimento de um material de referéncia certificado para uma solugao
de etanol em agua, realizado por Souza et al. (2006), foram selecionadas as seguintes
fontes de incerteza padrao (u): massa de etanol (METOH), massa de agua (magua),
pureza do etanol (p) e fator de evaporagdao do etanol (eva) e colocadas em um
diagrama de causa e efeito. Para o calculo da incerteza padrdo combinada, as fontes

selecionadas foram expressas como na equacgao 3.

u (ETOH]) = (umETOM )} +{u(magua))’ +(u(p)) +(u(eva)) (3)

c) Incerteza expandida (U)

Grandeza que define um intervalo em torno do resultado de uma medigao que
pode ser esperado em englobar uma grande fragao da distribuicdo de valores que
podem ser razoavelmente atribuidos ao mensurando. A incerteza expandida é expressa
com um nivel de confian¢a de aproximadamente 95 % ou 99 % (ELLISON et al. 2000).

A incerteza expandida € obtida pela multiplicacédo do fator de abrangéncia (k)

pela incerteza padrdo combinada (u;) (SOUZA et al. 2006) como mostra a equacéo 4.
Up=k. U (4)

Sendo:
U, = incerteza expandida;
k = fator de abrangéncia;

uc = incerteza padrao combinada.



A distribuicdo de probabilidade da incerteza expandida é aproximadamente a
curva normal. O fator de abrangéncia (k) (minimo) é: k = 2 para nivel de confianca de
aproximadamente 95 % e k = 3 para nivel de confianga de aproximadamente 99 %.

Para estimar o valor de um fator de abrangéncia k, correspondente a uma
probabilidade de abrangéncia especificada, € necessaria que seja levada em conta a
confiabilidade da incerteza padrdo combinada (BUCHMANN e SARKIS, 2002;
INMETRO, 2003b).

Para a estimativa do desvio padrdo de uma distribuigdo normal, os graus de
liberdade desta estimativa dependem do tamanho da amostra na qual ela esta
baseada. Analogamente uma medida adequada da confiabilidade da incerteza padrao
associada a uma estimativa de saida € seu grau de liberdade efetivo (verr) que €&
aproximado por uma combinagdo apropriada dos graus de liberdade das diferentes
contribuicbes da incerteza padrao. (INMETRO, 2003b).

O procedimento para o calculo de um fator de abrangéncia apropriado k, € obtido
a partir da equacéao (5) de Welch Satterthrwaite, que determina os graus de liberdade

efetivos associados a incerteza combinada (INMETRO, 2003b).

4
Veff = e (5)

4
ZL[
Vi

Sendo:
Veff = graus de liberdade efetivos;
Uc = incerteza padrao combinada;
u; = incerteza padrao;

v; = graus de liberdade de uma incerteza padrao.



Para incerteza padréo do tipo A, os graus de liberdade séo dados por vi=n — 1
(n € o numero de observagdes). Para a incerteza padrao do tipo B, os graus de
liberdade podem ser tornados como sendo infinitos (INMETRO, 2003b).

Com o0 vef calculado da tabela de Coeficientes de Student (f), selecionar o
coeficiente correspondente ao nivel de confianga de desejado. Interpolar o valor de ves
ou usar o valor inteiro imediatamente abaixo de ve para obter “f”, que sera adotado
como fator de abrangéncia (FIDELIS, 2004).

1.6 Erro e tratamento de dados analiticos

Qualquer resultado de medicdo analitica esta sujeito a desvios do valor
verdadeiro devido a diversas razdes; por exemplo, variagcbes da temperatura em
equipamentos volumétricos, reflexdes e luz dispersa em instrumentos espectroscépicos,
interpretacdes individuais de analistas técnicos de métodos especificos e recuperacao
incompleta de extracdo sao fontes de erros em potencial. Na medida do possivel, tais
erros devem ser minimizados por controle externo ou corrigidos explicitamente, por
exemplo, pela aplicacdo de um fator de corre¢cdo. Entretanto, o valor exato do desvio
deva se estimado (BACCAN, et al. 2003). Sempre que qualquer tipo de item for medido
por algum método, o erro resultante € a combinagcdo de muitos efeitos do instrumento,
da calibragao, do operador, do ambiente e do item a ser medido. Felizmente em muitos
casos os efeitos dominantes podem ser identificados, e outros efeitos podem ser
ignorados (BURR e HEMPHILL, 2006).

Erro é o resultado de uma medicdo menos o valor verdadeiro do mensurando.
Uma vez que o valor verdadeiro ndo pode ser determinado, utiliza-se, na pratica, um
valor verdadeiro convencional. O erro € um valor unico, o valor de um erro conhecido
pode ser aplicado como uma corregéo ao resultado (CAMOES, 2000).

Os erros que acompanham uma medida podem ser classificados em duas
categorias. Erros determinados ou sistematicos possuem um valor definido e pelo
menos em principio, podem ser medidos e computados no resultado final. Erros
indeterminados (aleatdrios) possuem valor indefinido, ndo sdao mensuraveis e flutuam

de um modo aleatério (BACCAN, et al. 2003). As duas categorias de erros sao



importantes, pelo fato de suas fontes serem diferentes, tendo consequéncia para a
interpretagdo dos dados (THOMPSON e WOOQOD, 1995).

1.6.1 Erros sistematicos

Erro sistematico é definido como um componente de erro que, no decorrer de um
numero de analises do mesmo mensurando, permanece constante ou varia de uma
forma previsivel. Ele é independente do numero de medi¢des feitas e nao pode,
portanto, ser reduzido pelo aumento do numero de analises sob condigdes de medicdes
constantes (BACCAN, et al. 2003). Erros sistematicos compreendem o deslocamento
de medidas de muitas determinagdes para o valor verdadeiro (THOMPSON e WOQD,
1995).

1.6.2 Erros aleatorios

Mesmo na auséncia de erros determinados, se uma mesma pessoa faz uma
mesma analise, havera pequenas variagdes nos resultados. Isto é conseqléncia dos
chamados erros aleatérios, os quais ndo podem ser classificados e corrigidos
(BACCAN, et al. 2003). No entanto, estes erros podem ser submetidos a um tratamento
estatistico que permite saber qual o valor mais provavel e também a precisdo de uma
série de medidas (THOMPSON e WOOQOD 1995).

O erro aleatério € normalmente gerado por variagdes imprevisiveis de grandezas
que influem no resultado da medigao. Esses efeitos aleatérios ddo origem a variagdes
em observacdes repetidas do mensurando. O erro aleatério de um resultado analitico
nao pode ser compensado, mas pode geralmente ser reduzido, pelo aumento do
numero de observagdes (ELLISON et al. 2000).

Erros aleatérios determinam a precisdo da medicdo. O fato de ser aleatéria
causa desvios positivos e negativos no resultado subjacente a média dos valores
(THOMPSON e WOOD, 1995).

O desvio padrao experimental da média aritmética ou média de uma série de

observagdes nao é o erro aleatério do valor médio, embora seja referido como tal em



algumas publicagdes sobre incerteza. E ao invés, uma medida de incerteza da média
em decorréncia de alguns efeitos aleatérios. O valor exato do erro aleatério do valor da

média gerado por esses efeitos ndo pode ser conhecido (ELLISON et al. 2000).

1.6.3 Média, desvio padrao e variancia.

A média nos fornece uma estimativa do “verdadeiro” valor. Considerando uma
variavel aleatdria da qual n observacbes independentes x; foram obtidas sob as
mesmas condicdes de medicdo, podemos dizer que o valor esperado é a média
aritmética. De uma forma geral a média aritmética pode ser definida como o total das
observacgdes dividido pelo numero de observagdes, como na equacao (6) (LEITE,
1996).

ol

Il
S

A

; (6)

Sendo:

X = média aritmética das observacoes;
n = numero de medidas;
X, = medidas individuais.

Quanto maior o numero de medigcdes, melhor a estimativa do valor verdadeiro. O
ideal seria obter a média de um conjunto infinito de valores. Quanto mais resultados
usar, mais proximo da estimativa ideal da média. Quando medigdes repetidas fornecem
resultados diferentes, nés queremos saber quao dispersas estdo estas medicdes. Com
o conhecimento da amplitude da dispersdo, nés podemos iniciar o julgamento da
qualidade das medi¢des ou do conjunto de medigdes. O modo usual de quantificar a
dispersao é o desvio padrdo. O desvio padrdo de um conjunto de numeros mostra o
quanto as medicdes individuais sdo diferentes da média do conjunto (THOMPSON e
WOOD, 1995).



De um numero pequeno de medi¢cdes, somente pode ser obtido um valor
estimado do desvio padrdo, equacdo 7 (LEITE, 1996). O simbolo s €& geralmente

utilizado para o desvio padrao estimado.

A variancia é simbolizada por s? que representa o desvio padrdo elevado ao

quadrado.
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA DETERMINAGAO DE CALCIO EM
EMBUTIDOS CARNEOS

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi validar uma metodologia para determinagdo de
calcio em embutidos cérneos, através de testes alusivos a faixa de trabalho,
linearidade, sensibilidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisao,
exatiddo, especificidade, robustez e incerteza da medigdo. O método original foi
modificado. Em uma das etapas de filtracdo utilizava-se como elemento filtrante fibras
meédias de amianto, as quais foram substituidas por papel filtro quantitativo. A faixa de
trabalho foi determinada através da curva de regresséao, e a linearidade foi confirmada
pelo coeficiente de correlagdo linear R> = 0,9999. Os limites de detecgdo e
quantificagao obtidos foram 11 e 16 mg de calcio/100 g da amostra, respectivamente. A
precisdao do método, avaliada pela repetitividade, obteve coeficientes de variagao
menores que 3 %. A exatidao, determinada pela fortificagcdo das amostras, apresentou
recuperagdes do analito maiores que 99 %. A especificidade do método foi confirmada
para a determinacédo de calcio. Na estimativa da incerteza de medic¢do, o resultado da
incerteza expandida para o mensurando (% Ca™") foi de + 0,00904 g com um nivel de
confianga de 95 % e k = 2,87. O resultado corrigido da andlise de calcio em salsichas
foi de 0,108 + 0,009 g de calcio/100 g da amostra. Um método adequado e validado
para analise de alimentos é fundamental para obter resultados analiticos confiaveis O
método proposto mostrou-se linear na faixa de trabalho, sensivel, preciso, exato,
especifico e robusto, sendo adequado para determinar a concentragdo de calcio em

produtos carneos.

Palavras-chaves: determinagao de calcio; produtos carneos; validagao de métodos.



1 INTRODUCAO

O célcio é associado, de maneira geral aos 0ssos, aos dentes e ao leite. O que
reflete em sua importancia na alimentagdo. A ligacdo do calcio com a mineralizagao
Ossea €, durante toda a vida, evidenciada na tentativa de se prevenir a osteoporose. No
entanto, além desse papel importante na formagcdo e manutencdo dos ossos e dos
dentes, o calcio desempenha inumeras outras fungdes reguladoras no processo
bioquimico corpéreo (DUTRA-DE-OLIVEIRA e MARCHINI, 1998). A absorgao intestinal
do calcio de todas as fontes varia tipicamente de 23 % a 37 % (SCHRODER et al.
2005). A absorgéo é, por outro lado, um processo complexo e ligado a inumeros outros
fatores, que incluem desde a disponibilidade na dieta, a idade, a raca, a presenca de
vitamina D, até o uso de drogas, como os barbituricos (DUTRA-DE-OLIVEIRA e
MARCHINI, 1998).

Em embutidos carneos a concentragao de calcio depende do tipo de embutido e
da quantidade de carne mecanicamente separada (CMS) utilizada para a sua
fabricacdo. A legislagao brasileira limita o uso de CMS em embutidos (SOUSA et al.
2003).

No método analitico para determinacdo de calcio em produtos carneos,
recomendado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) descrito
em Brasil, (1999) utiliza-se em uma das etapas de filtragdo cadinho de Gooch e como
elemento filtrante fibras médias de amianto, material téxico, que segundo D’ Acri, (2003)
pode causar asbestose pulmonar, cancer de pulmao, mesoteliomas e doencas pleurais
benignas como placas pleurais e limitagdes cronicas de fluxo aéreo.

E fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios objetivos para
demonstrar, através da validagdo, que os métodos de ensaio que executam conduzem
a resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida. Se um método existente
for modificado para atender aos requisitos especificos, ou um método novo for
desenvolvido, o laboratério deve assegurar de que as caracteristicas de desempenho
do método atendem aos requisitos para as operagdes analiticas pretendidas
(INMETRO, 2003).



Os termos validacdo e garantia da qualidade sdo extensamente usados.
Segundo a NBR I[SO/IEC 17025 validar um método € confirmar por exame e
fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um
determinado uso pretendido sdo atendidos. Validacdo de métodos analiticos é o
primeiro passo para a garantia da qualidade em um laboratério. A garantia da qualidade
analitica € o conjunto completo das medidas que um laboratério deve garantir-se em
assegurar que pode sempre conseguir os dados de alta qualidade. Além do uso da
validacdo e/ou de métodos padronizados, estas medidas sdo: procedimentos eficazes
de controle da qualidade interna (uso de materiais de referéncia, calibracdo de
equipamentos, controle de documentos, etc.); participagdo em testes de proficiéncia; e
acreditacdo a um organismo internacional, normalmente NBR ISO/IEC 17025
(TAVERNIERS, LOOSE e BOCKSTAELE, 2004).

Existem razdes legais, técnicas e comerciais que justificam a implantagdo da
validagdo de meétodos analiticos, apesar de ndo haver uma norma estabelecida de
ambito nacional ou internacional. Atualmente, para mostrar competéncia técnica, os
laboratorios que executam as analises devem submeter-se a um credenciamento
("accreditation") de um 6rgao vigente de ambito nacional ou internacional (RIBANI,
2004).

No Brasil, duas agéncias sao credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratérios de ensaios, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO).
Estes 6rgaos disponibilizam guias para o procedimento de validagdo de métodos
analiticos, a Resolugdo ANVISA n® 899, de 29/05/2003 e o documento INMETRO DOQ-
CGCRE-008, de margo/2003 respectivamente (RIBANI, 2004).

As definicbes sao diferentes para as diversas organizagdes. Uma tentativa para
harmonizar estas diferencas foi feita para aplicacbes farmacéuticas, através da
International Conference on Harmonization (EUROPEAN AGENCY FOR..., 1996), na
qual representantes das industrias e agéncias reguladoras dos EUA, Europa e Japéao
definiram parametros, requerimentos e, em alguns casos, também metodologias para

validagdo dos métodos analiticos.



A International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) redigiu um
documento técnico (Harmonized Guidelines for Single-Laboratory Validation of Methods
of Analysis) que é um guia para validagdo de métodos analiticos utilizado pela ISO
(THOMPSON, ELLISON e WOQD, 2002). A norma internacional ISO/IEC 17025, que &
especifica para laboratorios de ensaio e de calibragdo, no item 5.4.5, apresenta a
"validagdo de métodos" como um dos requisitos técnicos importantes na qualidade
assegurada dos laboratorios de ensaio, bem como a documentagdo do trabalho de
validagdo. O United States Food and Drug Administration (US-FDA) também tem
proposto um guia (documento ORA-LAB.5.4.5 “Methods, Method Verification and
Validation”) sobre verificagdo da performance de métodos padronizados e validagéo de
métodos ndo padronizados (RIBANI, 2004).

Orgaos como ICH, IUPAC, I1SO, ANVISA, INMETRO exigem o item “validag&o de
meétodos analiticos” como um requisito fundamental no credenciamento para qualidade
assegurada e demonstracdo de competéncia técnica. O que se pode observar é que
nao ha um procedimento normalizado. Como estes organismos sao responsaveis por
acompanhar e credenciar a competéncia de laboratérios de ensaios € importante
ressaltar que as diferentes terminologias e até algumas caracteristicas de desempenho
do método tém, em sua maior parte, 0 mesmo significado, porém descrito de uma
maneira distinta, para aplicagdes diferentes (RIBANI, 2004).

Os parametros de validagao avaliados s&o: linearidade, faixa de trabalho,
sensibilidade, limites de detecgdo e quantificagdo, precisdo, exatidao, especificidade,
robustez e incerteza da medigdo. Os critérios de sele¢cdo para o procedimento
apropriado de validacao dependerao das condi¢cdes do laboratério, do método utilizado,
do tipo de amostra, dos componentes do mensurando, da calibragdo dos equipamentos
e da disponibilidade de materiais de referéncia certificados.

O objetivo do trabalho foi validar uma metodologia para determinagao de calcio
em embutidos carneos, através de analises dos seguintes parametros: faixa de
trabalho, linearidade, sensibilidade, limite de detecc¢ao, limite de quantificagcéo, preciséao,

exatidao e tendéncias, especificidade, robustez e incerteza da medigao.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Para a determinagéo de calcio foi utilizada uma amostra de salsicha, adquirida
em mercado local. O padrao utilizado foi, material de referéncia certificado (MRC),
carbonato de calcio (FLUKA) pureza de 99,70 % e incerteza expandida de + 0,13 %
com nivel de confianga de 95 %. A concentragdo da solugédo padrao foi de 1,0013 mg
de calcio/mL. Os demais reagentes utilizados foram de qualidade p.a. Os equipamentos

e vidrarias foram calibrados segundo a rede brasileira de calibragcdo (RBC).

2.2 Métodos

Procedimento para analise

A determinacgdo de calcio para embutidos carneos foi realizada em amostra de
salsicha, segundo metodologia proposta por Brasil, (1999) com modificagdes. Uma das
etapas de filtragdo do método original é utilizada cadinho de Gooch e como elemento
filtrante, fibras médias de amianto, que foram substituidas por papel filtro quantitativo.
Foram pesados (Balanga analitica Shimadzu AY-220, Japdo), 5 g da amostra em
cadinho. Carbonizada em placa aquecedora (Tecnal, Brasil) e incinerada em forno
mufla (Quimis, Brasil) temperatura 550 + 5 °C até obtencéo das cinzas. Esfriado até
temperatura ambiente. Adicionado 5,0 mL de acido cloridrico concentrado, evaporado o
acido em chapa aquecedora (100 °C), adicionado 2,0 mL do mesmo &acido. O cadinho
foi coberto com vidro reldgio e aquecido em placa (100 °C) durante 5 minutos. Esfriado,
lavado o vidro relégio com agua deionizada. Filtrado em papel filtro qualitativo. O filtrado
foi recolhido em um baldo volumétrico de 100 mL. Esse material foi denominado como
“solucéo estoque”.

Foram pipetados 50,0 mL da solugdo estoque para erlenmeyer de 250 mL.
Adicionado 3 gotas de solugéo alcodlica de vermelho de metila a 0,1 % m/v e 50 mL de
agua deionizada. A solugao foi neutralizada utilizando hidroxido de aménio (1+1) v/v. O

pH foi ajustado para 5,5 utilizando HCI (1+9) v/v. O erlenmeyer foi aquecido em placa



aquecedora até ebulicdo e mantido durante 1 min. Foi adicionado 10,0 mL de oxalato
de amoénio 4,2 % m/v e deixado em repouso por 12 horas para formacao do precipitado
de oxalato de calcio (equacdo 1). Apds este periodo, foi filtrado em papel filtro
quantitativo (Vetec), etapa de substituigdo ao amianto. Lavado o papel filtro com 50 mL
de hidréxido de amoénio 2 % v/v. Os filtrados foram descartados. O papel filtro contendo
o precipitado de oxalato de calcio foi transferido para um outro funil de vidro e lavado,
cuidadosamente, com 130 mL de solugéo de acido sulfurico (5+125) v/v (equagao 2). O
acido oxalico formado foi titulado a 75 °C (banho termostatizado (Tecnal, Brasil)), com
solugdo padronizada de permanganato de potassio 0,01 M (equagao 3). O teor de
calcio foi calculado, sendo que cada mililitro da solugao padronizada de permanganato

de potassio gasto na titulagdo corresponde a 1,0 mg de calcio.

Ca™ + (NH4)20204 — NH4OH + CaC,0,4 (1)
CaC,0, + H,S0O, — CaS0O, + H,C,0, (2)
5H,C,0, + KMnO4 + 3H,SO, — 10CO, + K,SO4 + 8H,0 +2MnQO4 (3)

2.2.1 Validagao do método proposto

Faixa de trabalho e linearidade

A faixa de trabalho e a linearidade foram determinadas de acordo com
INMETRO, (2003).

Para o calculo da faixa de trabalho foi construida uma curva utilizando solugao
padréo de calcio com 6 niveis de calibragéo (1, 3, 5, 10, 15, 20 mg de calcio). O numero
de replicatas para cada nivel foi de 7.

A linearidade do método foi determinada a partir da curva da faixa de trabalho e
calculada a partir da equacao da regressao linear (equacéo 4), (EUROPEAN AGENCY
FOR..., 1996).



y=ax+b (4)
Sendo:
y = resposta medida;
X = concentragao;
a = inclinagao da curva de calibragéo (sensibilidade);

b = intersegcdo com o eixo y.

Sensibilidade, limite de detecc¢ao (LD) e limite de quantificagao (LQ)

A sensibilidade foi determinada a partir da inclinacdo da curva na faixa de
trabalho (TAVERNIERS, LOOSE e BOCKSTAELE, 2004) e calculada de acordo com a

equacao 5.

Sendo:
S = sensibilidade;
dx = variagao da resposta;

dy = variagdo da concentragao.

O LD foi determinado pela analise do branco (todos os reagentes utilizados na
analise sem a adigdo do analito) com 10 repetigdes, sendo calculado a média e o
desvio padrao. O LD foi calculado pela soma das médias dos brancos mais trés vezes o
desvio padrao dividido pela sensibilidade do método (equagdo 6) (FEINBERG e
RAGUENES 1998).

_;+3.S
S

LD (6)

Senso:
X = média dos valores dos brancos da amostra;

s = desvio padrao dos brancos da amostra;



S = sensibilidade.

Para a determinagdo do limite de quantificagdo (LQ), foram analisados 10
brancos e calculada a média e o desvio padrao. O calculo foi realizado de acordo com a
equacdo 7 (FEINBERG e RAGUENES, 1998).

_x+10s
S

LO (7)

Sendo:
X = média dos valores dos brancos;
s = desvio padrao dos brancos;

S = sensibilidade do método.
Precisao

A precisao foi avaliada a partir da repetitividade dos resultados utilizando a curva
da faixa de trabalho (MOHAMED et al. 2005).

A precisdo do método proposto foi expressa em termos de desvio padrao relativo
(NEVADO et al. 2005) que é também chamado de coeficiente de variacdo (CV) sendo
muito utilizado para expressar a relagéo percentual do desvio padrao com a média dos
valores obtidos (LEITE, 1996).

Exatidao e tendéncias

Para a avaliagdo da exatiddo do método foi calculado o erro relativo de acordo
com a equacao 8. O indice Z foi calculado de acordo com a equacgao 9,. A avaliagao
dos resultados do indice Z foi realizada, de acordo com a seguinte escala de
pontuacdo: | Z | < 2 = satisfatorio; 2 < |Z | < 3 = questionavel; | Z | > 3 = insatisfatorio
(INMETRO, 2003).

A recuperacdo do analito também foi avaliada em amostras fortificadas.

Amostras de salsichas adicionadas de material de referéncia certificado em 3 diferentes



concentragdes (2, 5 e 10 mg calcio). As analises foram realizadas em triplicata
(GABERLOTTI, MARSIGLIA e TORRES, 2003).

Xy =X

ER = *.100 (8)

v

Sendo:
Xiab = média dos valores obtidos na analise da solu¢do padréo;

Xy = valor tedrico aceito como verdadeiro (MRC).

|Xlab -X

v

Z= (9)

S
Sendo:
Xiab = média dos valores obtidos experimentalmente;
X, = valor tedrico aceito como verdadeiro (MRC);

s = unidade de desvio (incerteza do MRC).
Especificidade

A analise da especificidade do método foi realizada com solugao padréo de
célcio (MRC) adicionado de impurezas (PLATZER e WHITE, 2006). Foi pipetada
aliquota de 5,0 mL do padrdo de calcio em 10 cadinhos de porcelana, sendo que 5
cadinhos foram contaminados com 2,0 mL de uma solugdo de magnésio (6mg de
Mg*™*/mL) e nos outros 5 cadinhos foram adicionados 0,5 mL de solugéo de sulfato de

sédio (33,5 mg de SO4%/mL) e realizado todo o procedimento analitico.
Robustez

Para avaliar a robustez do método foi utilizado o teste proposto por Youden e
Steiner (TAN, XU, e ZHENG, 1994) de acordo com a Tabela 1, que permite avaliar a
robustez e também ordenar a influéncia de cada uma das variacdes nos resultados

finais, indicando qual o tipo de influéncia de cada uma. Para determinar a variacéo de



um fator, foram encontrados os 4 valores correspondentes as letras mailsculas e
minusculas, comparando as meédias dos dois grupos. Exemplificando, para calcular as

variagdes de A para a, foi usada a equacéao 10.

éz(s+t+u+v)_(x+y+w+z) (10)
a 4 4

A Tabela 2 mostra quais os fatores que foram modificados para a determinagao
da robustez. Foram denominados os fatores nominais por letras maiusculas, de A a G
e as variagdes por letras minusculas correspondentes. Estes fatores e suas variagdes

sao escolhidos pelo analista, e dependem do tipo de método.

Tabela 1. Modelo experimental para teste de robustez

Variaveis* Experimentos
1 2 3 4 5 6 7 8
V1 A A A a a a a
V2 B B b B B B b b
V3 C c C C C c C c
V4 D D d D d d D D
V5 E e E E e E e E
V6 F f f F F f f F
V7 G g g G g G G g
Resultados s u \% X y w z

*As variagdes intencionais no método foram: V1= temperatura de titulacdo; V2 = volume
da solugao de acido sulfurico (5+125) v/v; V3 = concentragado da solugédo de hidréxido
de aménio; V4 = tempo de precipitacao; V5 = tempo de adicdo da solucao de oxalato de
amonio 4,2% ml/v; V6 = pH de precipitacédo; V7 = agitagao durante a titulagéo.



Tabela 2. Variacéo nos fatores para determinagao da robustez.

Variaveis* Efeito Nominal
Variagao
VA1 Ala 75°C 90 °C
V2 B/b 130 mL 100 ml
V3 Clc 2% viv 4% viv
V4 D/d 12 horas 2 horas
V5 E/e Apd6s 1 min. da Inicio da ebulicdo
ebulicao
V6 F/f 55 4,0
V7 Glg Leve agitacao Forte agitagao

*As variagdes intencionais no método foram: V1= temperatura de titulacdo; V2 = volume
da solugéo de acido sulfurico (5+125) v/v; V3 = concentragéo da solugédo de hidréxido
de amdnio; V4 = tempo de precipitacao; V5 = tempo de adi¢do da solugao de oxalato de
amoénio 4,2% m/v; V6 = pH de precipitacdo; V7 = agitagao durante a titulagao.

Incerteza de medigao

A incerteza da medicao foi avaliada de acordo com Ellison et al. (2000), em
quatro etapas. Primeira etapa foi a especificagdo do mensurando, segunda a
identificagcdo das fontes de incerteza, terceira a quantificagdo dos componentes de
incerteza e a quarta etapa foi o calculo da incerteza combinada.

2.3 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando o software STATISTICA® verséo 6.0
(2001) com a aplicagao do teste ANOVA. Para realizagdo da curva de regresséo linear
na faixa de trabalho, média, desvio padrdo e variancia foram utilizados o programa
Excel 2000 for Windows.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Faixa de trabalho e linearidade

Os resultados da faixa de trabalho estao indicados na Tabela 3 e Figura 1.

Através do grafico da faixa de trabalho (Figura 1) o método demonstrou uma boa
linearidade R? = 0,9999, segundo a FDA o critério minimo aceitavel para o coeficiente
de correlagao linear deve ser maior ou igual a 0,995. A equacao da reta obtida foi y =
1,0106x — 0,0527.

No desenvolvimento e validacdo de métodos para determinar tracos de ftalatos
(ésteres de acido ftalico) em vegetais, Sablayrolles et al. (2005) utilizaram o método da
cromatografia gasosa com espectroscopia de massa para determinar 8 compostos de
ftalatos, e construiram duas curvas de calibragdo uma com baixas concentragdes (1 a
10ug/mL) e outra para concentragbes altas (20 a 300ug/mL) para cada composto,
obtendo coeficientes de correlacido linear na faixa de 0,7247 a 0,9742 para baixas
concentragdes e 0,8840 a 0,9852 para concentragdes altas. Gaberlotti, Marsiglia e
Torres (2003), validaram o método enzimatico gravimétrico para determinagéo de fibras
dietéticas em alimentos, sendo o coeficiente de correlagdo linear igual a 0,9999
indicando uma boa linearidade do método, a pesar de o grafico da escala linear ser
construido com apenas trés niveis de concentragdao. Na quantificacdo de antioxidantes
sintéticos, com estrutura fendlica, em patés de figado de diferentes origens do mercado
Portugués, Pinho et al. (1999) utilizaram andlise cromatografica com cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), a curva de calibragéo foi construida com 5 niveis de
concentragdo e a linearidade das curvas de regressdo para os 7 antioxidantes
pesquisados foram superiores a 0,99.

A linearidade do método na faixa de trabalho ndao depende apenas do
equipamento utilizado, como podemos observar nos resultados apresentados acima,
onde um método gravimeétrico obteve uma linearidade melhor que um método utilizando
cromatografia gasosa com espectroscopia de massa, deve ser levado em consideragao
toda a complexidade do método, desde os reagentes utilizados, extragdo do analito,

condicdes do equipamento e do meio ambiente, além da habilidade do analista.



Tabela 3. Resultados corrigidos da faixa de trabalho, com o desvio padréo e coeficiente

de variacao (CV)

Aliquota (mL)  Valor tedrico* Valor obtido Repetitividade** CV %

solucao (mg calcio) (mg calcio) (desvio padrao)

padrao
1,0 0,9928 1,0006 +0,0275 2,75
3,0 2,9969 2,8914 + 0,0463 1,60
5,0 4,9949 4,8631 + 0,0275 0,56
10,0 9,9896 10,1602 + 0,0389 0,38
15,0 14,9905 15,1410 + 0,0420 0,28
20,0 19,9791 20,0877 +0,0912 0,45

* 0 valor tedrico € o valor corrigido da quantidade de calcio na aliquota.

** para cada nivel de concentracdo n =7
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Figura 1. Linearidade e faixa de trabalho para o método de determinagao de calcio.

Sensibilidade, limite de detecgao e limite de quantificagao

A sensibilidade do método calculada utilizando a curva de regressao linear foi de

1,0057 mg de calcio.



A média (n = 10) dos valores do branco (reagentes utilizados na analise sem a
adicdo do analito) foi de 0,40 mL de solugdo de permanganato de potassio,
apresentando um desvio padrao de + 0,04.

O limite de detecgédo observado para o método foi de 0,52 mg de calcio para a
amostra (5 g) utilizada no método ou 11 mg de célcio/100 g de amostra. O limite de
quantificagado observado foi de 0,80 mg de calcio para a amostra (5 g) de ou 16 mg de
calcio/100 g de amostra.

No desenvolvimento e validacdo de um método para determinar hidroquinona em
preparacdes de géis e cremes, Garcia et al. (2005) comparam dois métodos, em um
utilizaram cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e em outro utilizaram
espectroscopia ultravioleta (UV), sendo que foram construidas duas curvas de
calibragdo com cinco niveis de concentragao (2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 pg/mL) e os
limites de detecc¢ado e quantificagdo foram de 0,08 e 0,26 pg/mL para o CLAE e de 0,14
e 0,46 pg/mL para o método UV respectivamente. Na determinacao de acrilamida em
batatas e alimentos a base de cereais, Senyuva e Gokmen, (2005) desenvolveram e
validaram um método utilizando cromatografia liquida acoplada ao espectro de massa,
sendo que a resposta para acrilamida foi linear numa escala de concentragéo de 1,0 a
2000 ng/mL com coeficiente de correlacdo de 0,999, e os limites de detecgédo e
quantificagao foram de 6 e 18 ng/g respectivamente.

Podemos observar que os limites de deteccdo e quantificagcdo dos analitos
pesquisados dependem do equipamento utilizado, o qual vai determinar a sensibilidade
do método. Na andlise de calcio pelo método titulométrico os limites estdo no nivel de
miligramas, na quantificagdo de hidroquinona utilizando CLAE os limites da
determinagdo estdo em micrograma e no caso da acrilamida utilizando cromatografia

liquida com espectroscopia de massa a detecgao foi em nanogramas.

Precisao

A precisado na faixa de trabalho é apresentada na forma de repetitividade (Tabela

3) sendo avaliado o desvio padréo dos resultados obtidos.



Os resultados dos coeficientes de variagao (%CV) séo aceitaveis (Tabela 3), pois
nao foi observado valor superior a 5 %, que é o limite maximo admitido por Brasil
(2003). Segundo a FDA (2003), o critério de aceitacdo do coeficiente de variacdo é
menor ou igual a 2 %, sendo que somente o primeiro nivel de concentracéo (1,00 mL)
da curva de calibragao ficou acima do limite.

Na analise de trans-resveratrol em amendoins e pasta de amendoins
consumidos na Coréia, Lee et al. (2004), utilizaram cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a quantificacdo e obtiveram resultados elevados para o coeficiente de
variagao sendo de 10,0 % para a repetitividade em amostras de amendoins, e segundo
os autores este resultado foi devido a baixas concentragcdes do analito, para a pasta de
amendoins o CV foi de 2,56 %.

Na validacdo do método enzimatico gravimétrico para determinacao de fibras
dietéticas em alimentos, os coeficientes de variagcdo encontrados por Gaberlotti et al.
(2003) foram de 0,44, 1,44 e 0,73 % para a analise de recuperagao das fibras do

padrao de referéncia secundario.

Exatidao

Os resultados da recuperacao do analito em amostras fortificadas com solugao
padrao de caélcio estdo apresentados na Tabela 4 e apresentaram uma boa
recuperagao, pois de acordo com a FDA (2003) os limites para recuperagao do analito
s&o de 80 a 120 %.

A média dos resultados do indice z e erro relativo do método estdo na Tabela 5.
O erro relativo do método teve uma variagdo menor que 5 % para todos os niveis de
concentragdes. O indice Z apresentou resultados satisfatorios (menor que 2) para todas
as concentragdes da solucio padrao de calcio.

A forma mais utilizada, pelos pesquisadores, para avaliar a exatiddo de método é
através da porcentagem de recuperacdo do analito. Garda, Macedo e Fourlong (2004)
determinaram tricotecenos em cerveja através da analise de duas toxinas (DON e T-2)
utilizando cromatografia gasosa, a recuperagao da toxina DON foi de 81,5 a 84,6 % e a

toxina T-2 a recuperacao foi de 101,0 a 105,0 %.



De acordo com Gaberlotti et al. (2003), na validagdo do método enzimatico
gravimétrico para determinacdo de fibras dietéticas em alimentos, os percentuais de
recuperacao do padrao foram de 101, 108 e 110 % admitindo uma escala de tolerancia
de 70 a 120 %.

Tabela 4. Médias (n =7 ) dos resultados de recuperacdo do analito em amostras

fortificadas

Amostra (g) mg de calcio mg de calcio % Recuperacgéo do
tedrico detectado analito

6,0376 0,0 6,5317 0,0

6,0506 2,9969 9,6351 101,01

6,0459 4,9948 11,5457 100,17

6,0400 9,9896 16,4915 99,80

Calcio teodrico = calcio adicionado

Tabela 5. Exatiddo do método avaliada pelo erro relativo (%) e indice Z (z score) a partir

dos resultados obtidos na faixa de trabalho

Aliquota indice | Z| Erro relativo %
(mL) solucéo

padrao

1,0 0,06 0,78

3,0 0,81 -3,52

5,0 1,01 -2,64
10,0 1,31 1,71

15,0 1,16 1,00

20,0 0,83 0,54

Especificidade



Os resultados da contaminagdo com solugdo de magnésio e solugédo de sulfato
estao descritos na Tabela 6. As contaminacdes da solugao padrao néao interferiram na
recuperagéo do analito (Ca™™), isso indica que o oxalato tem preferéncia pelo célcio no

pH utilizado para precipitagéo.

Tabela 6. Médias (n = 5) de recuperagéo do célcio com interferéncia de ions Mg*™* e
S0%,

Padrdode Padrdode  Padrao de Cca™ i Erro
calcio magnesio sulfato detectado Recuperagao relativo
(mL) (mL) (mL) (mg) (%) (%)
50 2,0 0,0 5,0183 100,50 0,47
5,0 0,0 0,5 4.9676 99,45 0,54

*5,0 mL de padréo de caélcio = 4,9948 mg de calcio; **Padrao de magnésio = 6 mg/mL ;
***Padrao de sulfato = 67 mg/mL.

Na validagao de um método espectrofluorimétrico para determinagao de drogas
psicoativas, Mohamed et al. (2005) utilizaram Ce(IV) em acido sulfurico para oxidar os
compostos clorpromazina, tioridazina, desipramina, imipramina e clomipramina e formar
fluorescéncia, sendo que, para avaliar a seletividade do método foram usadas
preparagcdes farmacéuticas onde a concentragdo do principio ativo é fixa e a
concentragdo dos excipiente sacarose, glicose, lactose, goma acacia, acido citrico e
propileno glicol variou, sendo o percentual de recuperagdo do principios ativos entre
102,51 e 103,54 e o erro relativo ndo foi maior que 4 %.

Robustez

Os resultados dos ensaios das combinagdes das variagbes estdo descritos na

Tabela 7, onde podem se observar os resultados das recuperagdes.



Tabela 7. Resultados das recuperacdes dos fatores nominais e das variagoes

Variaveis*® Niveis Recuperacgao (%)
VA1 75°C (A) 100,67
90 °C (a) 99,31
V2 130 mL (B) 100,67
100 mL (b) 99,51
V3 2 % viv (C) 100,67
4 % viv (c) 95,31
V4 12h (D) 100,67
2 h(d) 98,74
V5 Apés 1’de ebuligao (E) 100,67
No inicio da ebulicao(e) 99,90
V6 5,5 (F) 100,67
4,0 (f) 99,76
V7 Leve (G) 100,67
Forte (g) 100,34

*As variagdes intencionais no método foram: V1= temperatura de titulacdo; V2 = volume
da solugao de acido sulfurico (5+125) v/v; V3 = concentragédo da solugédo de hidréxido
de aménio; V4 = tempo de precipitacao; V5 = tempo de adicdo da solucao de oxalato de
amonio 4,2% m/v; V6 = pH de precipitacédo; V7 = agitagdo durante a titulagéo.

A Figura 2 apresenta graficamente as influéncias das variagbes no método,
sendo que a variagdo na concentragdo da solugcédo de hidréxido de aménio foi a que
apresentou a menor porcentagem de recuperagdo do analito com 95,31 %. Talvez,
porque a concentracdo utilizada foi o dobro da recomendada pelo método proposto.
Esta solucao foi utilizada para retirar o excesso de oxalato do papel filtro, pois apenas o
oxalato que estiver ligado com o calcio deve ficar no filtro. Como a concentragao de
hidroxido de aménio utilizada foi o dobro da indicada pelo método ela pode ter
interferido na ligacdo do oxalato com o calcio, diminuindo a sua porcentagem na
recuperacao.

O resultado da avaliagdo de cada uma das variaveis foi observado pelos efeitos
A/a = 0,0188; B/b = 0,0033; C/c = 0,0633; D/d = 0,0280; E/e = 0,0086; F/f = 0,0132 e



G/g = 0,0045. Sendo o maior efeito o C/c = 0,0633, que teve a maior influéncia no

resultado como podemos observar na figura 2.
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Figura 2. Porcentagem de recuperacao do analito para cada variagao, a = temperatura
de titulacdo; b = volume solugdo de acido sulfurico; ¢ = concentragdo da solucédo de
hidroxido de amoénio; d = tempo de precipitacdo; e = adicdo da solucdo de oxalato de
amonio; f = pH de precipitacdo; g = agitacdo durante a titulagao.

Na analise de piperazina (anti-helmintico) em formulagbes farmacéuticas, Tan,
Xu e Zheng (1995) desenvolveram e validaram um método de analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e na analise da robustez os fatores alterados foram em
relacao a fase movel da cromatografia, estes fatores variaram em dois niveis (um acima
e outro abaixo), sendo a analise realizada para duas concentragbes do analito 1,42 e
2.84 mg/g, as porcentagens de recuperagao foram de 99,5 a 101,3 %.

Na quantificacdo do acido benzdéico e sorbico em refrigerantes utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), Garcia et al. (2003) validaram o método
de acordo com a ISO e no teste de robustez os fatores que variaram foram da fase
movel da cromatografia, sendo realizada a analise dos fatores em niveis nominal e

extremo, sendo o método mais robusto para o acido soérbico.



Incerteza da Medicao

Na primeira etapa o mensurando especificado foi a concentracao de calcio (%).

A segunda etapa foi a identificagcdo das principais fontes de incerteza utilizando
um diagrama de causa efeito, sendo que para massa da amostra as componentes de
incerteza foram a repetitividade na pesagem, a incerteza na calibragdo da balanga, a
estabilidade com o tempo, o efeito da temperatura, a linearidade e a resolucdo da
balanca. Para o volume gasto na titulagdo da amostra as componentes de incerteza
foram: a repetitividade na titulacdo, a incerteza da calibragdo da bureta, o efeito do
menisco, o efeito da temperatura e a resolugcdo da bureta. No volume da diluicdo as
componentes de incerteza foram: a repetitividade, a incerteza na calibragdo do balao
volumétrico, o efeito do menisco e o efeito da temperatura. As componentes
relacionadas com o volume da aliquota sdo: a repetitividade na transferéncia do volume
da pipeta, a incerteza na calibracdo da pipeta, o efeito temperatura e o efeito do
menisco. As componentes relacionadas com a concentracdo da solucdo de
permanganato de potassio sdo: as incertezas da massa de permanganato de potassio,
as incertezas da massa molar do permanganato de potassio e o volume da diluigdo.

Na terceira etapa foi realizada a quantificacdo dos componentes de incerteza. Os
resultados das incertezas expandidas em um nivel de confianga de 95 % s&o: + 0,0005
g com k = 2,20 para massa da amostra; + 0,1884 mL com k = 2,52 para o volume gasto
na titulacdo da amostra; + 0,0474 mL com k = 2,00 para a diluicdo da solugcido estoque;
+ 0,0131 mL com k = 2,00 para a aliquota e + 0,0041 mol.L”" com k = 2,37 para a
concentragao da solugado de permanganato de potassio.

O resultado final da incerteza de medig&o para o mensurando (% Ca*") foi de +
0,00904 g com um nivel de confianga de aproximadamente 95 % e k = 2,87.

O resultado corrigido da analise de calcio em salsichas foi de 0,108 + 0,009 g de

calcio/100 g da amostra.



4 CONCLUSAO

O método analitico proposto para quantificacdo de calcio, utilizando papel filtro
quantitativo para a recuperagdo do precipitado de oxalato de calcio mostrou-se
sensivel, especifico, preciso, exato, robusto e linear na faixa de trabalho sendo

adequado para determinar a concentragao de calcio em produtos carneos.
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AVALIAGAO DA ESTIMATIVA DA INCERTEZA DE MEDIGAO ASSOCIADA AO
RESULTADO DA ANALISE DE NITRITOS EM PRODUTOS CARNEOS

RESUMO

Nitritos de sdédio e de potassio sdo amplamente utilizados como aditivos
alimentares no processamento de produtos carneos, sao fixadores de cor, agentes de
cura, conservantes e flavorizantes, mas podem formar compostos nitrosos de acéao
carcinogéncia. Sua utilizagdo é regulamentada pela legislagao brasileira, sendo que o
limite maximo permitido, em produtos carneos, € de 15,0 mg/100 g. O objetivo do
presente trabalho foi estimar a incerteza de medicdo do método analitico para a
determinagao de nitrito de sddio, em produtos carneos (salsicha, mortadela, presunto
cozido, apresuntado e linglica tipo calabresa). As principais fontes de incerteza do
método foram a massa da amostra, o volume da diluicdo, a absorbancia e o volume da
aliquota. As incertezas expandidas e as fontes de incerteza de maior contribuicao
foram: + 0,0005 g (k = 2,12 com nivel de confianga de 95 %) e repetitividade na
pesagem (32,1 % de influéncia); + 0,1032 mL (k = 2 com nivel de confianca de 95 %) e
efeito da temperatura (47 % de influéncia); + 0,0147 (k = 2 com nivel de confianca de 95
%) e calibragcado do equipamento (70 % de influéncia); + 0,008 mL (k = 2 com nivel de
confianga de 95 %) e calibragdo da pipeta (46 % de influéncia), para as fontes de
incerteza massa da amostra, volume da diluicdo, absorbancia e volume da aliquota
respectivamente. Os resultados mostraram uma incerteza expandida de + 0,21 mg/100
g com k = 2 e um nivel de confianca de 95 %. Em 10 % das amostras analisadas os
teores de nitrito de sdédio foram superiores aos limites estabelecidos pela legislagdo. A
incerteza de medi¢cao associada ao resultado € um dos mais importantes elementos do
sistema de garantia da qualidade implementada em um laboratorio, especialmente

quando o valor médio obtido € muito proximo do limite estabelecido pela legislagao.

Palavras-chaves: nitrito de sédio, legislacao, incerteza de medigao.



1 INTRODUCAO

O mercado de embutidos tem apresentado significativa expansdo e alta
competitividade na ultima década, uma vez que o consumo de produtos carneos como
salsichas, linguigas, mortadelas, hamburgueres e outros, tornou-se parte do habito
alimentar de uma parcela consideravel de consumidores (MELO FILHO, BISCONTINI e
ANDRADE, 2004).

Os sais de cura, como nitrato e nitrito de sodio e de potassio, sédo fixadores de
cor e agentes de cura, além de conservarem a carne contra a deterioracdo bacteriana,
inibem o crescimento de Clostridium botulinum e produgéo da toxina em carnes curadas
(LEE, CHO e PARK, 2006).

O nitrito possui efeitos benéficos importantes sobre o “flavor” das carnes curadas
por impedir a oxidagdo devido a atividade antioxidativa da 6xido nitrico mioglobina e da
S-nitrosocisteina, composto formado durante o processo da cura (HULTIN, 1993). A
fixagdo da cor nas carnes ocorre quando o oxido nitrico reage com o pigmento ferroso
ou férrico da mioglobina, formando a nitrosomioglobina, de cor vermelha brilhante, que
quando submetida ao calor sua coloragédo se estabiliza pela desnaturagcdo da porgao
protéica da mioglobina, resultando no pigmento nitrosomiohemocromégeno, de cor
rosea brilhante, caracteristico da carne curada cozida, mais estavel que o pigmento
nitrosomioglobina (PARDI et al. 1996).

O nitrato é inicialmente reduzido a nitrito por enzimas bacterianas (nitrato
redutases), dentre as bactérias redutoras encontram-se: Achromobacter dentriticum,
Micrococcus epidermidis e M. auranticus. Na presenga de condigdes redutoras
apropriadas o nitrato € posteriormente desdobrado em acido nitroso (HNO;) e em 6xido
nitrico (NO) (PARDI et al. 1996) e quando entra na corrente sanguinea, oxida o ferro
(Fe> - Fe®) da hemoglobina, produzindo a metahemoglobina. Essa forma de
hemoglobina € inativa e incapaz de transportar o oxigénio para a respiracédo normal das
células nos tecidos, causando a chamada metahemoglobinemia (STERTZ, PENTEADO
e FREITAS, 2004). Esse risco é maior em criangas, devido a baixa acidez do estdbmago

que também promove a redugdo do nitrato a nitrito, favorecendo igualmente a



metahemoglobinemia (MELO FILHO, BISCONTINI e ANDRADE, 2004; CHERIAN e
NARAYANA, 2006).

Seus efeitos adversos sao representados principalmente pela metamioglobina
toxica e pela formagao de nitrosaminas. Seu uso é discutivel, dada a possibilidade de
originar compostos nitrosos de acdo carcinogénica (OLIVEIRA, ARAUJO e BORGO,
2005), mutagénicas e teratogénicas, segundo Stertz, Penteado e Freitas (2004). As N-
nitrosaminas podem ser formadas pela reacdo com as aminas e amidas secundarias
em condigdes semelhantes as encontradas em estdbmagos de mamiferos (STERTZ,
PENTEADO e FREITAS, 2004; CHERIAN e NARAYANA, 2006). Outras fontes
potenciais de contaminagdo de nitritos sdo as aguas, os vegetais e alimentos
processados. Devido a toxicidade do nitrito sua concentracdo em aguas é bem
regulamentada nos Estados Unidos e a concentragdo maxima admitida € de 0,1 ppm
(BUTT, RIAZ e IQBAL, 2001). No Brasil, as aguas de abastecimento, tem um limite
maximo permitido de 1 e 10 ppm para nitrito e nitrato respectivamente (STERTZ,
PENTEADO e FREITAS, 2004).

A adicdo de nitrito e nitrato em alimentos é oficialmente regulamentada, na
maioria dos paises. A Food and Drug Administration (FDA, 2005) estabelece,
atualmente, um limite maximo de 200 ppm para nitrito de sédio e 500 ppm para o nitrato
de sodio quando utilizados com a finalidade de fixadores de cor e conservantes em
carnes de pescados, aves e produtos carneos em geral. Contudo, as orientagdes
quanto ao seu emprego tém sofrido alteragdes nos ultimos anos, principalmente nos
paises em desenvolvimento. No Brasil, o limite maximo para nitrito e nitrato de sodio &
de 150 e 300 ppm respectivamente (BRASIL, 1998), valores limites considerados
elevados por alguns autores, uma vez que em outros paises, a legislagdo estabelece
valores inferiores (MELO FILHO, BISCONTINI e ANDRADE, 2004).

O nitrito residual em produtos carneos é reduzido sob aquecimento e continua a
diminuir sua concentragdo durante o armazenamento principalmente em produtos de
carne curados. Segundo Pardi et al. (1995), apos 24 horas, apenas 50 % do nitrito
adicionado é detectado e aproximadamente 10 % permanece depois de sete dias.

Varias metodologias para quantificagdo de nitritos em alimentos podem ser

utilizadas, como eletroforese de capilar, método enzimatico, cromatografia i6nica e



método colorimétrico (CHERIAN e NARAYANA, 2006). A determinacéo de nitritos
através do método colorimétrico apresenta vantagens como seletividade, linearidade,
rapidez e baixo custo.

Considerando as propriedades quimicas dos nitritos, € de fundamental
importancia o conhecimento da exatiddo e precisdo do meétodo utilizado, bem como a
incerteza da medi¢ao associada ao resultado.

A definicdo para o termo incerteza de medicao é: “um parametro associado ao
resultado de uma medicdo, que caracteriza a dispersdo de valores que poderiam ser
razoavelmente atribuidos ao mensurando” (INMETRO, 2003).

Na pratica, a incerteza de um resultado pode provir de muitas fontes possiveis,
incluindo exemplos tais como definicdo incompleta, amostragem, efeitos da matriz e
interferéncias, condigcbes ambientais, incertezas das massas e equipamentos
volumétricos, valores de referéncia, aproximagdes e suposigdes incorporadas ao
meétodo e ao procedimento de medicéo, e a variagao aleatéria (ELLISON, ROSSLEIN e
WILLIANS, 2000).

A avaliacdo da incerteza pode ser de dois tipos. Tipo A quando o método de
avaliacdo da incerteza é através da analise estatistica de uma série de observacoes,
quando de um conjunto de medi¢des repetidas podem ser calculados a média e o
desvio padrdo estimado do conjunto (BUCHMANN e SARKIS, 2002). Tipo B séao
incertezas estimadas usando qualquer outra informacdo. Pode ser informagao de
medi¢cdes em experiéncias passadas, de certificados de calibragao, especificagées do
fabricante, informagdes publicadas, e do bom senso (ELLISON, ROSSLEIN e
WILLIANS, 2000).

A descrigdo do Guide Uncertainty Meassurement (GUM) e, subsequentemente
pelo guia EURACHEM envolvem a identificagdo de todas as possiveis fontes de
incerteza para o método; a estimagao de sua magnitude para os dados experimentais e
a combinagao destas incertezas individuais para apresentar uma incerteza expandida
(BARWICK et al. 1999).

Para identificar e avaliar as possiveis fontes de incerteza na medigdo das
grandezas avaliadas, os procedimentos adotados em cada etapa devem ser detalhados

e estruturados de forma a garantir a maxima abrangéncia, evitando a duplicidade de



fontes de incerteza. Normalmente este objetivo pode ser alcangcado e melhor
visualizado através da utilizacdo de diagrama de causa e efeito, também conhecido
como diagrama de Ishikawa. (BUCHMANN e SARKIS, 2002).

Os objetivos deste trabalho foram estimar a incerteza de medigdo da analise de
nitrito de sdédio, em produtos carneos, associada ao resultado da medi¢ao e comparar

os resultados com os preconizados pela legislacao brasileira.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Os reagentes utilizados para a realizagdo da analise foram de qualidade p.a., o
padrao nitrito de sédio (SIGMA-ALDRICH) é material de referéncia certificado (MRC).

Os equipamentos volumétricos (vidrarias), balangca (SHIMADZU AY-220, Kyoto,
Japao), espectrofotémetro (HITACHI U-2010, Kyoto, Japao) e pipetador de volume
variavel 1-5 mL (HTL Labmat, Brasil) foram calibrados pela Rede Brasileira de
Calibracdo (RBC).

Os produtos analisados foram embutidos carneos: salsicha, presunto cozido,
apresuntado, mortadela e linguica tipo calabresa, sendo 10 amostras de cada produto

adquiridos no mercado local, de forma aleatodria e em diferentes periodos.
2.2 Métodos
2.2.1 Analise de nitritos
A analise de nitritos foi realizada de acordo com Brasil (1999). A analise baseia-
se na reacao de diazotagao de nitritos com acido sulfanilico e copulagédo com cloridrato

de alfa-naftilamina em meio acido, formando o acido alfa-naftilamino-p-azobenzeno-p-

sulfébnico de coloracdo rosea. O produto resultante €&  determinado



espectrofotometricamente a 540 nm. O esquema da analise pode ser visualizado
através do fluxograma na Figura 1.

A solugdo padrao de nitrito de soddio, utilizada para determinar a faixa de
trabalho, foi feita de acordo com Brasil (1999), e cada mililitro desta solugdo contém
aproximadamente 10 pug do analito. Para o calculo da faixa de trabalho foi construida
uma curva de calibragdo com 7 niveis de concentragao (2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0 e
25,0 ug de nitrito de sédio), a analise foi realizada em triplicata para cada nivel.

A linearidade do método foi determinada a partir da faixa de trabalho e calculada

através da equacao de regressao linear, utilizando o do programa Microsoft Excel 2000.

Pesar amostra

l

Diluicao

A 4

Aliquota

A 4
Leitura espectrofotométrica

Figura 1. Fluxograma das etapas para realizar analise de nitritos.

2.2.2 Estimativa da Incerteza da Medicao

As incertezas padréo e combinada (nivel de confianga 68 %), e expandida (nivel
de confianga de 95,45 %) foram calculadas de acordo com as equagdes 1, 2, 3
(ELLISON, ROSSLEIN e WILLIANS, 2000).

u=

5 1
T (1)



Sendo:
u = incerteza padrao;
n = numero de medi¢des realizadas;

s = desvio padrao.

2 2 2 2
u, :\/u1 +u, fuy +..u, (2)

Sendo:
U= incerteza padrao combinada;

u¢= incerteza padrao.

U,=ku, (3)
Sendo:
U, = incerteza expandida;

k = fator de abrangéncia.

Os graus de liberdade efetivos (verr) foram calculados a partir da equacéao 4, de
Welch Satterthrwaite, sendo utilizado para determinar um fator de abrangéncia

apropriado

4

vy = (4)

C
eff Z u [4
Vi

Sendo:
Verr = graus de liberdade efetivos;

v; = graus de liberdade da incerteza padrao.



Para o calculo da incerteza padrao do tipo A, os graus de liberdade foram vi=n -
1, sendo n = numero de repeticbes. Para a incerteza padréo do tipo B, os graus de
liberdade foram dados como infinitos (FIDELIS, 2004).

Para a estimativa da incerteza da medicao foi utilizado o método descrito por
Ellison et al, 2000. As tarefas que precisam ser executadas para se obter uma

estimativa da incerteza associada ao resultado de uma medig&o sao:

Etapa 1. Especificagdo do mensurando. Nesta etapa foi descrito o procedimento da
medi¢ao, que consistiu em enumerar as etapas de medi¢cdo e os parametros dos quais

o0 mensurando depende, resultando em uma expressao matematica.

Etapa 2. Identificagdo das fontes da incerteza. Nesta etapa foram identificadas todas as

possiveis fontes de incerteza com a utilizagdo de um diagrama de causa e efeito.

Etapa 3. Quantificacdo dos componentes de incerteza. Nesta etapa foi estimada a
dimensao dos componentes de incerteza associado a cada fonte potencial identificada
na etapa 2 e convertida em uma incerteza padrdao, sendo que as principais

componentes de incerteza sao:
a) Repetitividade

Foi calculada a média (equacédo 6) considerando uma variavel aleatoria da qual n
observacdes independentes x; foram obtidas sob as mesmas condigdes de medicéo,

depois foi realizado o calculo do desvio padrdo estimado da média (equagao 7), com o

resultado do desvio padréao foi calculada a incerteza padrdao, como na equacéo 1.

- 1
X—;le. (6)



_ Z(xi _)_C)2
S_W’—(n—l) (7)

b) Incerteza na calibragdo do equipamento

Esta fonte de incerteza é encontrada no certificado de calibracdo do
equipamento, expressa como uma incerteza expandida, com nivel de confianca
de aproximadamente 95%, que foi transformada em uma incerteza padrao

(equacgao 8).

U
U =—
k
Sendo:
U = incerteza padrao;
U = incerteza expandida;

k = fator de abrangéncia.
C) Estabilidade com tempo

A estabilidade do equipamento com o tempo gera uma incerteza na qual os
valores estardo 100 % dentro do intervalo determinado, € uma distribuicdo do tipo
retangular, e foi transformada em uma incerteza padrao (68 % de confiabilidade) como

na equacgao 9.

u =

a
Ne (9)

Sendo:
u = incerteza padrao;
a = incerteza devido a estabilidade.



d) Efeito da temperatura

A estabilidade da indicacdo do equipamento com a temperatura € informada no
manual do fabricante. No certificado de calibragéo foi indicada a temperatura em que a

balanca foi calibrada e no dia da analise foi medida a temperatura no ambiente.
e) Linearidade

A incerteza devido ao desvio da linearidade do equipamento é informada no

manual de fabricagao.
f) Resolugao

Segundo Fidélis (2004) a resolugdo do instrumento de medigdo € um
componente de incerteza, sendo determinada como a metade da resolugao (equagéao
10), como € uma distribuicdo do tipo retangular, foi transformada em incerteza padrao
como na equacao 9.

R
UR:E

(10)

Sendo:
Ur = incerteza da resolucéo;

R = resolucao da balancga.
9) Efeito do menisco

A incerteza devido ao efeito do menisco foi determinada segundo a ISO 4787
Laboratory glassware — Volumetric glassware — Methods for use and testing of capacity,
Genére, 1984. Sao incertezas experimentais relacionadas ao analista na medicdo do

volume.



Etapa 4. Calculo da incerteza combinada. As informagdes obtidas na etapa 3
consistiram de diferentes contribuicbes quantificadas para a incerteza total, sejam
associadas a fontes individuais ou aos efeitos combinados de diversas fontes. As
contribuigées foram expressas como desvios padrao, e combinadas conforme as regras
apropriadas para se ter uma incerteza combinada. O fator de abrangéncia apropriado
foi aplicado para se chegar a uma incerteza expandida (ELLISON, ROSSLEIN e
WILLIANS, 2000).

2.3 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se software STATISTICS FOR
WINDOWS versao 6.0 com a aplicacao do teste ANOVA, para a realizagao da equacéao
de regresséo linear, média e desvio padrao foi utilizado o programa Microsoft EXCEL
2000.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da média, menor e maior valor encontrado nas analises de nitrito
de sddio em produtos carneos estdo descritos na Tabela 1. Em 10 % das amostras os
valores de teor maximo de nitrito de sodio foi superior ao permitido pela legislacéo
brasileira (15,0 mg/100 g) (BRASIL, 1998). Sendo uma amostra de salsicha (16,35
mg/100 g) e uma de linguigca tipo calabresa (17,70 mg/100 g), trés amostras de
mortadela (16,28, 15,00 e 16,65 mg/100g). As amostras de presunto cozido e o
apresuntado apresentaram resultados de acordo com a legislagao brasileira.

Os resultados mostraram uma variagao nos teores de nitritos entre as amostras
de cada produto analisado, estas diferengas sugerem variagdes quanto a composigéo e
a qualidade da matéria prima e ingredientes adicionados, o tempo de fabricagdo do
produto e a realizacdo da analise também podem interferir nos teores e nitritos
encontrados, pois os nitratos sao reduzidos a nitritos e a 6xido nitrico sendo que esta

reacado depende da temperatura e do tempo de armazenagem.



Sterz, Penteado e Freitas (2004) pesquisaram os teores de nitritos e nitratos em
hortalicas produzidas em diferentes sistemas de cultivo na regido de Curitiba-PR e
encontraram valores médios de nitritos em cultivares de alface e agrido no sistema
hidropbnico de 670,94 e 941,20 mg/Kg, em base umida, respectivamente. No Brasil,
atualmente, ndo existe uma legislagdo para o controle dos teores de nitritos e nitratos
em produtos vegetais, principalmente no sistema de cultivo hidropdnico. Assim os
teores de nitritos encontradas nos vegetais, principalmente quando sao produzidos no
sistema de hidroponia, podem ser superiores a aqueles observados em produtos
carneos.

Melo Filho, Biscontini e Andrade (2004), avaliaram niveis de nitritos e nitratos em
salsichas comercializadas na regido sul do pais, na regido nordeste e nas industrias
locais (regiao metropolitana de Recife) obtidas nas feiras livres, sem marcas e inspecao
federal. Os valores médios de nitrito encontrado foram de 4,79 mg/100 g na regi&o sul,
8,14 mg/100 g na regido nordeste e 14,2 mg/100 g nas industrias locais. Nas salsichas
das feiras livres constatou-se que 67 % das amostras analisadas apresentaram valores
acima do limite maximo estabelecido pela legislagéo.

Zatar, Abu-Eid e Eid (1999), determinaram nitrito e nitrato por um método
espectrofotométrico, utilizando um complexo azul de fosfomolibdenio, e compararam os
resultados com o método oficial da AOAC (espectrofotométrico), as amostras
analisadas foram carne de boi enlatada, agua potavel, tomate e pepino e os resultados
encontrados de nitritos para a carne foram de 2,42 e 2,44 mg/100 g para o método
proposto e o oficial respectivamente, sendo que para as demais amostras os teores de

nitritos ndo foram detectados por nenhum dos métodos.



Tabela 1. Menor valor encontrado, média e maior valor encontrado de NaNO, mg /100 g

em produtos carneos.

Produto* Menor valor Média Maior valor Desvio
encontrado encontrado padrao
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
Salsicha 5,86 10,48 16,35 +2,70
Mortadela 11,09 13,77 16,65 +1,82
Presunto 4,30 8,07 11,34 + 2,52
Apresuntado 4,47 8,90 11,39 +2,15
Linglica 2,50 8,49 17,70 +4,77
calabresa

* 10 amostras, em triplicata.

A curva do padrao de nitrito esta representada na figura 2, onde se observa que
o0 método teve uma boa linearidade, com coeficiente de correlagao linear de 0,9997,
pois segundo a Food and Drug Administration (FDA, 2003) o critério minimo aceitavel
para o coeficiente de correlagao linear é de 0,995. A equacgao da reta foi igual a y =
65,398x — 0,1493.

Na determinagéo de nitrito e nitrato em vegetais utilizando cromatografia liquida,
Butt, Riaz e Igbal (2001), encontraram coeficientes de correlagao linear de 0,9997 e
0,9985 respectivamente em uma faixa linear de 0,03 a 1,0 ng ml™" para o nitrito e 0,01 a
0,5 pg ml™ para o nitrato. Oztekin, Nutuku e Erim (2002) na quantificagdo de nitrato e
nitrito em produtos carneos e vegetais, utilizaram o meétodo de eletroforese de
capilaridade, sendo que na calibragcdo da curva de regressao encontraram um
coeficiente de correlacdo médio de 0,998 na faixa de trabalho e o resultado dos teores
de nitritos em salame, salsicha de peru, salsicha tradicional e presunto foram de 2,43,
3,19, 3,12 e <0,4 mg/100 g e nas amostras de espinafre, alho-poré6 e salsa a
concentragao de nitrito ndo foi detectada, aparentemente estava abaixo do limite de

deteccao.
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Figura 2. Faixa de trabalho e linearidade da determinac¢ao de nitrito de sédio.

Os resultados da estimativa da incerteza da medicdo estdo apresentados nas
etapas 1, 2, 3 e 4.

A etapa 1 mensurando especificado foi nitrito de sédio mg/100g, que depende da
absorbancia da amostra, do volume da diluigdo, do volume da aliquota e da massa da

amostra, como na equacgao 11.

Nitrito de sodiomg /100g = 'y

1100 (11)

a

Sendo:
Y = concentragao de nitrito de sédio na aliquota;
V4 = volume da diluigéo;
m = massa da amostra;

V4, = volume da aliquota.

Na etapa 2, as principais fontes de incerteza observadas para a analise de
nitritos estdo descritas na Figura 3. As fontes de incerteza para a massa da amostra

foram: a repetitividade na pesagem da amostra e da tara do recipiente, a calibragcédo da



balanca, a linearidade, resolucao, estabilidade com o tempo e efeito da temperatura no
momento da pesagem. As fontes de incerteza para o volume da diluicdo da amostra
foram: a repetitividade na transferéncia do volume, a calibragdo do baldo volumétrico, o
efeito do menisco e da temperatura. As fontes de incerteza para o volume da aliquota
foram: a repetitividade na transferéncia do volume da pipeta automatica, a calibragao e
a resolucdo da pipeta. Para a absorbancia as possiveis fontes de incerteza foram: a
calibracdo do espectrofotdmetro, a repetitividade na leitura da amostra, a linearidade e

a resolucio do equipamento.

massa da amesira volume da diluigsio

repetitividade .
repetitividade
efeito da efeito do
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Figura 3. Diagrama de causa efeito para identificar as principais fontes de incerteza.

Na etapa 3, referente a quantificando das fontes de incerteza, foi estimada
incerteza expandida para a massa da amostra de + 0,0005 g sendo k = 2,12 com nivel
de confianga de 95 %. A fonte de incerteza com o maior percentual de contribuigao foi a

repetitividade na pesagem com 32,1 % de influéncia. A incerteza expandida para o



volume da aliquota foi de + 0,008 mL sendo k = 2 com nivel de confianga de 95 %. O
maior percentual de influéncia, na incerteza padrdo do volume da aliquota, foi a
calibragcdo da pipeta com 46 %. A incerteza expandida para a absor¢do do
espectrofotdbmetro foi de + 0,0147 sendo k = 2 com nivel de confianca de 95 %. A maior
contribuicdo na incerteza da leitura espectrofotométrica foi a incerteza da calibragéo do
equipamento com 70 % de influéncia. A incerteza expandida para o volume da diluigao
foi de £ 0,1032 mL sendo k = 2 com nivel de confianga de aproximadamente 95 %,
sendo o efeito da temperatura a maior fonte de contribuicdo para a incerteza do volume
da diluicdo com 47 %.

O resultado da incerteza combinada, etapa 4, foi uma incerteza expandida de +
0,21 mg/100 g com k = 2 e um nivel de confiangca de 95 %. O maior percentual de
contribuicdo para incerteza final na determinacdo quantitativa de nitrito de sodio foi a
incerteza do volume da aliquota com 66 % de influéncia.



4 CONCLUSAO

Em 10 % das amostras analisadas os valores de teor maximo de nitrito de sodio
foram superiores ao permitido pela legislacdo brasileira (15,0 mg/100 g) (BRASIL,
1998). Todas as amostras de presunto cozido e apresuntado apresentaram resultados
de acordo com a legislacdo. As diferengas nas concentragdes de nitritos entre as
amostras de cada produto analisado sugerem variagdes quanto a composi¢cado e a
qualidade da matéria prima e ingredientes adicionados, como também diferentes
periodos entre a fabricacdo do produto e a realizacdo da anadlise. Os resultados
mostraram uma incerteza expandida de + 0,21 mg/100 g com k = 2 e um nivel de
confianga de 95 % e fonte de incerteza com maior influéncia foi o volume da aliquota
com 66 % de influéncia. A incerteza da medigédo associada ao resultado € um dos mais
importantes elementos do sistema de garantia da qualidade implementada em um

laboratorio.
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CONCLUSAO

O método analitico proposto para quantificacdo de calcio, utilizando papel filtro
quantitativo para a recuperagdo do precipitado de oxalato de calcio mostrou-se
sensivel, especifico, preciso, exato, robusto e linear na faixa de trabalho sendo
adequado para determinar a concentracdo de calcio em produtos carneos. Na
determinagao de nitrito de sodio, 10 % das amostras analisadas apresentaram valores
superiores ao permitido pela legislagao brasileira (15,0 mg/100 g). As diferengas nas
concentragdes de nitritos entre as amostras de cada produto analisado sugerem
variagbes quanto a composicdo e a qualidade da matéria prima e ingredientes
adicionados, como também diferente periodo entre a fabricacdo do produto e a
realizacdo da analise. Os resultados mostraram uma incerteza expandida de + 0,21
mg/100 g com k = 2 e um nivel de confianca de 95% e fonte de incerteza com maior
influéncia foi o volume da aliquota com 66 % de influéncia. A incerteza da medi¢ao
associada ao resultado € um dos mais importantes elementos do sistema de garantia

da qualidade implementada em um laboratdrio.



