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Resumo

A validagdo de um método de ensaio consiste naag@lo das caracteristicas de desempenho previstas
para avaliagdo da eficiéncia das andlises de rdinboratério. Neste trabalho foi validado o rdéto
espectrofotométrico para determinagao de nitritsnde como matriz paté de presunto. As condigbes
analiticas validadas foram comprimento de ondaddertn e leitura das amostras entre 40 e 70 minutos
apods a adigdo dos reagentes complexantes. Asadsticas de desempenho obtidas foram: linearidade
na faixa de trabalho estudada (0,125 jag3de nitrito/mL), efeito de matriz ndo observadao possui
interferéncia do acido ascorbico e possui interfgiggdo eritorbato de sodio nas concentragdes adana
2,5 mg/100g. O limite de deteccdo foi definido e@®51mg de nitrito/kg de paté e o limite de
quantificacdo em 25 mg de nitrito/kg de paté. Oauétapresentou repetitividade e reprodutibilidade
intralaboratorial nas condicdes testadas. A exatfddavaliada através dos valores de recuperagao q
variaram entre 84 e 110%. Na avaliagdo da robuatevariagdes realizadas no procedimento de ertraca
foram dependentes do nivel de concentracédo exéstenamostra.

Palavras-chave: validagdo de metodologia analititato; espectrofotometria, paté de presunto.
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Abstract

The validation of an essay method consists of apglthe performance characteristics forseen to
evaluate the efficiency of routine analysis in laiory. In this work, the spectrophotometric methaas
validated as a method to detect and quantify eitriting as source ham paté. In the methodology; itsed
was defined the wave of lenth of 540 nm and thelireaof samples between 40 to 70 minutes after
addition of color reagents. According to the resolttained, the method has linearity in the studimte
(0,125 to 3upg/mL), matrix effect was not observed, there wasmy interference of ascorbic acid and
there was interference of sodium eritorbate in eatrations over 2,5 mg/100g. The detection limiswa
defined in 12,5 mg of nitrite/Kg of paté and theagtification limit in 25 mg of nitrite/Kg of paté&he
method had repeatebility and reproductibility. Tdeeuracy was evaluated through recovery values that
vary from 84 to 110%. In robustness, it was obsértreat the variations applied to the extracting
procedure depended on the concentration of nitritee paté sample.

Keyword: validation of analitycal method; nitritgpectrophotometric method; ham paté.
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1- Introducéo laboratério.

Os nitratos (N@) e nitritos (NQ) s&o aditivos Varias técnicas sdo utilizadas na deteccdo e
amplamente utilizados nas indUstrias de carnes, quantificagdo de nitrito em produtos carneos.
além de serem encontrados também nas verduras Dentre elas, estéo as analises por cromatografia
e na Aagua, principalmente em areas rurais. liquida, cromatografia gasosa e
Muitos autores tém relatado o alto nivel de espectrofotometria uv/visivel. As vantagens das
nitrato e nitrito encontrados na agua de consumo cromatografias séo a deteccdo simultanea de
da populacdo e nas plantas, dentre elas as nitrato e nitrito e a rapidez das analises, porém &
verduras e legumes (HARDISSO#tl al., 1996; um processo analitico de alto custo de
OKAFOR & OGBONNA, 2003). equipamentos e reagentes.

Os nitratos e nitritos sdo utilizados nas indistria A andlise por espectrofotometria tem sido
como sal de cura, eles atuam na prevencdo do amplamente utilizada para deteccdo e
crescimento do Clostridium botulinum, e quantificacdo de nitrato e nitrito em produtos
proporcionam a cor résea dos produtos carneos, carneos, legumes, vegetais e na agua, sua
o sabor tipico de carnes curadas, além de vantagem é ser um método de baixo custo e
possuirem efeito antioxidante (DESROSIER & atender as caracteristicas de desempenho do
DESROSIER, 1977; KILIC, 2000). Dentre os analito. Entretanto, segundo OZTEKIN (2002), a
produtos freqiientemente adicionados de nitrato e espectrofotometria € um método trabalhoso, que
nitrito estdo os patés, o presunto, apresuntado e demanda muito tempo e material por parte do
presuntado, os salames, a mortadela, a salsichaanalista. Ja segundo PRINGUEZal. (1995), a
além de outros embutidos, principalmente analise por espectrofotometria é simples, barata e
aqueles que possuem prazo de validade mais de facil implementagcdo no laborat6rio, porém
longo e que sdo curados e defumados. esta deve ser bem estabelecida, padronizando o
processo de extracdo e leitura para que haja uma
O nitrato quando adicionado as carnes ¢ reduzido boa repetitividade das analises.
a nitrito, pela acdo de enzimas bacterianas, este é
transformado em oOxido nitroso (NO) e acido A validagdo de uma metodologia analitica &€ um
nitroso (HNQ). O 6xido nitroso se combina com  dos elementos béasicos em sistemas de qualidade
o fon Fé& da mioglobina formando a e integra os programas de boas praticas de
nitrosomioglobina, que apds o aquecimento é laboratorio, visando assegurar que o método
transformada em nitrosohemocromo, pigmento utilizado seja adequado ao que se propde
mais estavel e que da a cor résea aos produtos identificar ou quantificar (CHASINt al., 1998).
carneos curados. Porém, o uso de nitrato e nitrito Segundo BRASIL (2003b), uma metodologia
pode causar sérios danos a salde humana, pois oanalitica deve ter praticabilidade, ou seja, o
nitrito combina-se com as aminas secundarias e método deve ser capaz de analisar um nimero
terciarias presentes na carmne e formam as significativo de amostras, num curto espaco de
nitrosaminas que sdo potentes substancias tempo e a custo reduzido.
carcinogénicas. O NO pode também se combinar
com a hemoglobina formando a Com base nestes aspectos e visando atender a
metahemoglobina que prejudica o transporte de necessidade de padronizar o método de ensaio
oxigénio no sangue (PARDdt al., 2001). Por para nitrato e nitrito nos laboratérios, o objetivo
este motivo, 0 uso destes aditivos nos produtos deste trabalho foi valdar o método
carneos sdo normatizados pela legislagéo vigente espectrofotométrico para determinagéo de nitrito
(Brasil, 1997) e suas presengas e quantificagdes em paté de presunto.
nos produtos finais devem ser analisadas em

2- Revisao de literatura A seguranca de produtos carneos
comercialmente processados contra ©.

2.1-0 uso de nitrato e nitrito em produtos botulinum, tem sido atribuida & agé&o do nitrito. O

CArneos acido nitroso € uma molécula ativa na inibicdo

dos esporos ddC. botulinum e a quantidade



necesséria para o controle desse microrganismo € os artigos 365, 372 e 373 do RIISPOA, BRASIL
de 156 mg de nitrito/kg de produto, porém, (1997), tolera-se a preseng¢a, nos produtos
quando dissociado este acido perde sua carneos prontos, de até 200 mg de nitrito/kg de
atividade. A inibicdo do crescimento desse produto e de até 1 parte por mil de nitrato
patégeno em produtos carneos curados € separadamente. Quando os nitratos e nitritos de
consequéncia de diversos fatores que agem em sédio ou de potassio sdo usados em qualquer
combinagdo, como: a concentra¢do da salmoura; combinagdo, o teor de nitrito no produto final
o pH do produto; o nitrito adicionado ou né&o pode ultrapassar 200 mg/kg. Quando usados
residual; a severidade do tratamento pelo calor; o o nitrito de sddio ou de potéssio, juntos ou
namero de esporos existentes; a temperatura de isolados, as propor¢cdes maximas permitidas sdo
estocagem; a natureza da flora competitiva; a de 240 gramas para cada 100 litros de salmoura,
disponibilidade de ferro e outros aditivos 60 gramas para cada 100 quilos de carne na cura
(SOFOSet al., 1979; PARDIet al., 2001). a seco, misturado com o sal, ou 15 gramas para
cada 100 quilos de carne picada ou triturada,
Os nitratos e nitritos podem ser usados nas misturado com o sal.
formas de nitrato de sodio (NalQnitrato de
potassio (KN@), nitrito de sédio (NaNg), Segundo o decreto 1004 da ANVISA, BRASIL
nitrito de potéssio (KNg) e suas combinagdes. (1998), permite-se a quantidade de 150 mg de
Quando é usado o nitrato sdo necessarias acdesnitrito/kg de produto e 30 mg de nitrato
de bactérias redutoras para sua transformacédo emresidual/kg de produto expressa em nitrito de
nitrito, porém essa conversao € lenta e de dificil sédio em carnes e produtos carneos.
controle. Portanto, a adicdo direta de uma
quantidade conhecida de nitrito facilita o As carnes curadas contribuem com 15% do
processo de cura e reduz a variagdo de cor e nitrito médio contido na dieta. Muitos vegetais
sabor nos produtos curados. Aditivos como: contém altos niveis de nitrato, que podem ser
acido ascorbico, isoascorbico ou acido eritoérbico, convertidos a nitrito pela microbiota oral. Muitas
ascorbato de soédio, eritorbato de sédio, acido vezes, a agua também contém niveis
fumarico, glucona delta lactona, acido sodio- significantes de nitrato, principalmente nas areas
fosfato, acido citrico ou citrato de sodio podem rurais, nas quais altos niveis de nitrogénio
ser usados em combinagdo com nitrato e nitrito fertilizante s&o aplicados no solo (MILLER,
como agentes redutores na cura (FURIA, 1972; 1980; SIMAO, 1985).
MAGA & TU, 1994).
Grande parte do nitrato e do nitrito desaparece
Os nitritos, mais efetivos em pH de 5,0 a 5,5, do durante a fabricagdo e as doses de emprego
que em pH elevados, formam na carne o 6xido devem levar em conta essas perdas. Quando o
nitroso, que reage com o’tFelo grupo heme da nitrito de soédio é adicionado em carnes para
mioglobina formando o nitrosohemocromo, cura, este reage com varios constituintes, como
pigmento responsavel pela cor résea das carnes as proteinas, gorduras e em certas condices com
curadas (FENNEMA, 1996). aminas secundarias. Apdés 0 processo de
industrializacdo da carne ter se completado,
Os sais de nitrato e nitrito podem ser adicionados apenas 10 a 20% do nitrito inicialmente
na carne por diferentes métodos. Uma mistura adicionado ainda esta presente no produto final.
seca dos agentes de cura pode ser espalhada n&Ds maiores fatores que influenciam o teor de
superficie de pedacos de carne dando um tempo nitrito residual sdo tempo, temperatura de
para a difus@o destes para o seu interior, a adicdo processamento, pH e tempo e temperatura de
pode ocorrer por imersdo do pedaco de carne em estocagem. Assim, estima-se que acima de 50%
uma solugao de cura e também por injegdo destes do nitrito adicionado seja perdido em 24 horas e
agentes na carne. Se a carne é triturada, os menos de 10% permaneca depois de sete dias de
agentes de cura podem ser misturados a ela fabricacdo. Desse modo a quantidade de nitrito
(CASSENSet al., 1979). consumida por uma pessoa em carnes curadas é
muito menor que a quantidade adicionada
O Ministério da Agricultura Pecuaria e  (KILIC, 2000; PARDIet al., 2001).
Abastecimento (MAPA) normatiza o uso de
nitrato e nitrito em produtos carneos e, segundo Usando nitrato em produtos carneos, este é
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inicialmente reduzido a nitrito por nitrato-  indastria. Na presenca de condigbes redutoras
redutases bacterianas. As bactérias necessariasapropriadas o nitrito € transformado em acido
para que essa redugcdo se processe nitroso (HNQ) e em 6xido nitroso (NO), que
(Achromobacter ~ dendriticum,  Micrococcus estdo em equilibrio, como observado na figura 1
epidermidis, e M. auranticu), estio comumente (FARIA et al., 2001; PARDIet al., 2001).

presentes na carne e sobre os equipamentos na

+0,
lv +0, | v o 3
NO3 NO, - NO 2NG,
(nitrato) (nitrito) "
Bactérias Agentes redutores
nitrato-
redutora + H,0

3 HNG,

Figura 1 - ReagGes 6xido-redutoras envolvendoriian{Adaptado de FARIAt al., 2001).

Para se efetivar a fixagdo da cor, quantidades permanece do r6seo ao vermelho, enquanto que a
suficientes de Oxido nitroso devem permanecer carne fresca quando cozida torna-se cinza a
reagindo com o pigmento ferroso ou com o marrom (PARDIet al., 2001).

férrico, sobretudo da mioglobina, formando tanto

nitrosomioglobina, de cor vermelha brilhante, A figura 2 ilustra os compostos formados pela
como nitrosometamioglobina, de cor pardacenta. ligagdo do 6xido nitroso com a mioglobina e
Quando a carne assim tratada pelo nitrito € metamioglobina e suas reacdes de oxi-redugao.
submetida ao calor, sua cor se estabiliza pela As reagdes do 6xido nitroso com a mioglobina
desnaturacdo da porcdo protéica da mioglobina, sdo desejaveis para o desenvolvimento da cor
resultando no pigmento  vermelha da carne, ja a reagdo do 6xido nitroso
nitrosomiohemocromoégeno, de cor résea com a metamioglobina ndo é desejavel por
brilhante, caracteristica da carne curada cozida, formar a cor marrom na carne (FARk al.,
mais estavel que o pigmento nitrosomioglobina. 2001).

Por estas razdes um pedago de carne curada

14



- Mioglobina oxidacdo
B desnaturada
Fe*
— " desoxigenaca N - Nitrosomioglobina
Oximioglobina » Mioglobina | NO Fe2
Fex < !:ez+ (purpura) NO
(vermelho) oxigenacio (purpura)
A 4 Nitroso/dinitroso
g 2 3 % 2 Hemocromo —
=, Q
g I 3 % e oxidagdo | e
8 215 B gL —» (osa) |0 e
Nitrosometamio A e 2 (verde, amarelo,
Metamioglobina NO globina fou 3 desbotada)
— Fe* > Fer S S
- ) - (marrom) & &
Reducéo + oxigenaca s
=z
NO. ) — |10 .
' _ Metamioglobina oxidacao
4 Desnaturada
A Fer
(marrom)
Nitrito- HNO, > Nitro- - - - Nitrohemina
metamioglobina metamioglobina redu(;éo. Nitro-mioglobina A' Fe*
+
Fe* Fe* Fe&l (verde)

LEGENDA:
A Aquecimento 50 a 60C

Figura 2 — Alteragdes quimicas da mioglobina derantdesenvolvimento da cor de produtos carneos

curados (FARIAet al., 2001).

2.1.1- Metabolismo e efeitos do nitrato e
nitrito no organismo

O nitrato ingerido é absorvido rapidamente no
trato gastrintestinal superior e a maioria dele é
eliminado junto com a urina, a média do tempo
de eliminagdo é 5 horas. Uma vez ingerido, o
nitrito pode reagir com outras substancias do
trato gastrintestinal e se absorvido pelo sistema
circulatério é rapidamente oxidado a nitrato. O
nitrito no sangue pode oxidar a hemoglobina em
metahemoglobina, reduzindo ou destruindo a sua
capacidade de transportar oxigénio (CASSENS,
1997).

A ingestdo prolongada de nitrito pode causar
metahemoglobinemia principalmente em
criangcas e a intoxicagdo por nitrito provoca
vasodilatagdo, relaxamento dos musculos lisos,
rubores na face, desconforto gastrointestinal,
cefaléia, cianose e vomito. Além disso, uma alta

como as nitrosaminas, formados a partir da
reacgao do nitrito com as aminas sao mutagénicos
e teratogénicos (HARADA & SILVA, 2002).

2.2-Validagdo de método de ensaio

Um método de ensaio deve ser validado para
verificar se as caracteristicas de desempenho
estdo adequadas ao propésito da andlise. A
validacdo deve ser feita quando uma nova
metodologia analitica € desenvolvida, quando

uma metodologia jA empregada é revisada e
ajustada a novos analitos, quando esta sofre
mudangas nos seus resultados com o passar do
tempo, quando a metodologia analitica ja

utilizada vai ser realizada por um novo analista

ou um novo equipamento e para demonstrar a
igualdade entre dois métodos (The fitness, 1998;
ORIENTACOES, 2003). Um método oficial ndo

precisa ser revalidado quando serd usado
exatamente como descrito, mas recomenda-se

incidéncia de cancer de estdmago e esbfago tém avaliar alguns parametros como calibracdo do

sido relacionados com as altas taxas de
exposicdo ao nitrito. Os compostos n-nitrosos,

equipamento e recuperagao do analito antes que
seja usado rotineiramente (BRUGEal., 1998).
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matriz adicionada de analito em concentragdes
A validac&o visa diminuir ou controlar os fatores conhecidas e; o analito, que é o composto
que levam a imprecisdo ou inexatiddo de um quimico especifico a ser mensurado (LEITE,
dado gerado, como a variabilidade das amostras, 1996; The fithess, 1998; Comunidade, 2002;
as contaminacdes, 0 uso de reagentes BRASIL, 2003a).
inadequados, pipetagem errada, variagbes de
temperatura, variagbes e descuidos na A validagdo de um método de ensaio deve
manutencdo dos equipamentos, além de compreender quatro diferentes etapas: o
calibracdo ineficiente, analista despreparado e planejamento das analises, a realizacdo das
perdas durante a andlise (CHAS#Nal., 1998). andlises, a interpretacdo dos resultados e a
Os estudos de validagdo devem ser documentagdo dos dados obtidos (BRUEH .;
representativos, ou seja, devem ser conduzidos 1998).
em condigBes proximas as de uso normal do
método, cobrir as faixas de concentracdo e os A primeira etapa de um processo de validacdo é
tipos de amostras rotineiras (THOMPS@NaI, o planejamento, nesta etapa deve-se definir quais
2002). as caracteristicas de desempenho se aplicam a

este procedimento, e quais as reais necessidades
Os sistemas de qualidade, entre eles as Boase disponibilidade de dinheiro a ser gasto no
Praticas de Laboratorio (BPL) e as normas ISO, processo. O planejamento de uma validagdo pode
dentre elas a NBR ISO/IEC 17025:2005, reduzir o nimero de andlises e aumentar a
enfatizam a importdncia da capacitagdo do qualidade dos resultados. A validacdo de uma
analista, da adequacdo dos equipamentos e metodologia analitica deve ser adequada ao uso
condicdes laboratoriais, de protocolos de que se pretende, devendo ser estabelecidos pelo
trabalho definidos e bem elaborados, de laboratério quais as caracteristicas de
procedimentos operacionais padronizados, de desempenho adequadas a tal validacdo (BRUCE
cuidados na documentacédo desses procedimentoset al., 1998; The fitness, 1998; ORIENTA(;()ES,
e dos dados obtidos na validagdo de uma 2003).
metodologia analitica (CHASINg al., 1998).

No planejamento da validagdo devem ser

Para a validagdo de um método analitico é
necessario que 0s equipamentos e vidraria
estejam calibrados. A calibracdo estabelece a
relacdo entre os valores indicados por um
equipamento ou vidraria e os valores realmente
contidos ali (LEITE, 1996).

Para realizar um processo de validacdo séo
necessdrias algumas ferramentas, como a
amostra, que € o termo geral que abrange

definidos a aplicagdo e o objetivo do método, as
caracteristicas de desempenho, os parametros de
aceitacdo e os procedimentos operacionais para a
validagdo. Deve ser \verificado se as
caracteristicas de desempenho do equipamento
estdo compativeis com o exigido pelo método e
se 0s materiais, reagentes e padrées sé&o
qualificados. Experimentos preliminares de
validagdo e experimentos completos devem ser
executados e entdo definidos os critérios de

controles, brancos, amostras processadas e revalidacdo e tipos e freqiiéncia de verificagdes
desconhecidas; solugdo-padrdo, que €é a de controle de qualidade analitica para a rotina.
substancia de teor e pureza conhecidos e (ORIENTACOES, 2003).

certificados a serem utilizados como referéncia

nas andlises, esta deve possuir estabilidade e Para definir as caracteristicas de desempenho de

natureza confiavel e ¢é de fundamental uma validacdo podem ser usados materiais de
importdncia nas analises por propiciar a referéncia certificados, que sdo padrbes
comparagao entre as espécies analisadas, sendo @womprados de laboratérios ja& com uma

principal parametro de exatiddo; o branco de concentragdo pré-definida e garantida do analito,
reagentes, que € a mensuragdo de todos osou usar matrizes brancas adicionadas de analito
reagentes usados num procedimento analitico em concentragcdes definidas. Os materiais de
para descobrir possiveis interferéncias que esses referéncia certificados sdo muito caros, possuem
podem causar na metodologia; a amostra branca, um valor de concentracdo e uma incerteza
que é a matriz na qual o analito em questdo ndo associada, porém, nem sempre estao disponiveis,
foi adicionado; a matriz fortificada, que € a quando utilizados, devem ser adquiridos de
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o6rgdos reconhecidos e confiaveis (The fitness,
1998; ORIENTACOES, 2003).

Os métodos analiticos podem ndo medir

eficiéncia e precisdo do método (The fitness,
1998).

2.2.1- Caracteristicas de desempenho

exatamente a concentracdo de analito presente na
amostra, sendo entdo necessario avaliar a As caracteristicas de desempenho comumente
eficiéncia da extragdo do analito da matriz. Para usadas na validagdo de uma metodologia
isso, sdo analisadas matrizes adicionadas de analitica séo: Linearidade; Seletividade; Limites
quantidades conhecidas de analito (The fitness, de detecgdo e quantificacdo; Precisdo; Exatidéo e
1998). Robustez (The fitness, 1998; BRASIL, 2003a;
ORIENTACOES, 2003).
E necessario que o analista seja treinado no
método em questdo, que saiba os principios da 2.2.1.1-Linearidade e faixa linear de trabalho:
metodologia analitica a ser validada, conheca o
equipamento a ser usado e saiba preparar todosA linearidade é a habilidade do método analitico
0s reagentes a serem utilizados nas andlises, alémem produzir resultados que sejam diretamente
de conhecer a estabilidade desses. Antes de seproporcionais a concentragdo do analito existente
iniciar um ensaio analitico todo o material a ser nas amostras, numa determinada faixa de
utilizado deve estar separado e ao alcance do trabalho. Esta  caracteristica mede a
analista (The fitness, 1998; BRASIL, 2003a). proporcionalidade entre a concentragdo do
analito ou concentracdo verdadeira com o
A validagdo deve ser toda documentada resultado obtido nas andlises. Ndo basta que a
claramente e sem ambigiidades, pois a concentracdo realmente existente na amostra seja
metodologia depois de validada deve ser proporcional ao valor encontrado na analise, mas
procedida da mesma forma sempre, sem que a curva-padrdo tenha repetitividade todos os
nenhuma mudan¢a de conduta, de forma a dias. A linearidade pode variar com o uso de
minimizar a introducédo de variacdo acidental no diferentes matrizes com o mesmo analito de
método. Caso contrario, o desempenho real do acordo com o efeito interferente de cada matriz
método ndo ira corresponder aquele previsto nos (The fitness, 1998; BRASIL, 2003a;
dados de validagcdo. Também é necesséaria a ORIENTACOES, 2003).
documentacdo nos casos de auditorias e como
arquivo do laboratério. A metodologia analitica Para a determinacéo da linearidade recomenda-se
deve ser descrita de forma cronolégica, pois 0 0 uso de pelo menos 5 niveis de concentragédo do
analista deve ler aquilo que espera fazer analito diferentes segundo BRASIL, (2003a) ou
(BRUCE et al.,, 1998; The fitness, 1998, 6 pontos segundo ORIENTACOES, (2003). A
ORIENTACOES, 2003). linearidade ¢é formulada pela expressao
matematica usada para o céalculo da concentragédo
Uma boa maneira de confirmar se a metodologia do analito a ser determinada na amostra real. A
foi bem documentada é pedir a varios analistas equacao de reta é a seguinte:
que facam as andlises descritas na
documentagdo, se realizada de maneira correta é
sinal de que a metodologia analitica foi bem
entendida. Existem também alguns formatos y = Resposta medida;
padronizados de documentacdo, como é o caso x = Concentra¢do do analito;
da ISO 78/2, a ABNT ISO/IEC Directiva-Parte  a = Coeficiente angular = sensibilidade
3, além das prescricdes da NBR ISO/IEC 17025 b = Coeficiente linear (ORIENTACOES, 2003)
(The fitness, 1998, ORIENTACOES, 2003).

y =ax + b, na qual:

A sensibilidade demonstra a variagdo da resposta
Ap6s a validacdo da metodologia analitica € em fungdo da concentracdo do analito e é
necessario que amostras de concentracdes expressa pelo coeficiente angular da curva de
conhecidas e padres sejam analisados regressao linear de calibragdo. O coeficiente de
freqiientemente como controle de qualidade, pois correlacdo linear () e o coeficiente de
as andlises de rotina contém concentracdes determinacdo {j sdo usados para indicar o
desconhecidas que ndo permitem avaliar a quanto a reta pode ser adequada como modelo
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matematico e o critério minimo aceitavel do
coeficiente de determinacdo varia entre os guias
de validagdo de 0,90 a 0,99 (CHASH{ al.,
1998; BRASIL, 2003a; ORIENTACOES, 2003).

Em todo método quantitativo existe uma faixa de
concentragdo do analito no qual o método pode
ser aplicado, no limite inferior deve ser usado o
limite de quantificagdo ou de detecgdo do
método e o limite superior depende da resposta
do sistema e/ou equipamento de medigdo. A
faixa linear de trabalho é o intervalo entre os
limites inferior e superior de concentracdo do

analito no qual é possivel a determinacdo com

Para tal, devem ser selecionadas substancias
potencialmente interferentes e analisadas
amostras brancas para estimar o efeito destes.
Para um método especifico devem ser analisados
o analito, a matriz com ou sem analito, matérias-
primas do processo, impurezas dos materiais
iniciais ou do processo, subprodutos e produtos
de degradagdo ou metabdlitos e reagentes em
branco (LEITE, 1996; The fitness, 1998;
Comunidade, 2002; ORIENTACOES, 2003).

Recomenda-se que sejam comparados o0s
resultados de amostras contaminadas pelos
possiveis interferentes com amostras nao

precisdo, exatidao e linearidades exigidas e onde contaminadas para demonstrar que os resultados
a sensibilidade pode ser considerada constante das andlises ndo sofrem interferéncias. Se o
sob as condigcdes especificadas para o ensaio método de ensaio em questdo nao possui

(ORIENTACOES, 2003).

seletividade adequada, este requisito devera ser
obtido pela combinacdo de véarios métodos

A concentracdo mais esperada no ensaio deve ser(BRASIL, 2003a; BRASIL 2003b).

estabelecida no centro da faixa de trabalho e esta

deve cobrir toda a faixa de aplicacdo do ensaio
analitico. Os valores obtidos nos resultados
analiticos devem ser linearmente correlacionados
a concentragdo do analito existente na amostra
(ORIENTACOES, 2003).

2.2.1.2-Seletividade:

Um método é especifico quando produz resposta
para apenas um analito e é chamado seletivo
quando produz resposta para varios analitos,
podendo distinguir a resposta de um analito da
resposta de outros. Muitas vezes o0s termos
especificidade e seletividade sao usados
indistintamente ou com diferentes interpretacfes

(ORIENTACOES, 2003).

A seletividade é a capacidade de um método em
distinguir o analito de outras substancias, e prova
que o resultado da andlise provém apenas do
analito em questdo e nao de outros compostos
quimicamente ou fisicamente semelhantes ou de
apenas uma coincidéncia, ou seja, essa
caracteristica de desempenho confirma a
identidade do analito. Um interferente pode

diferir seu comportamento, interferindo mais ou

menos, dependendo da concentra¢do do analito,
provocando alteragBes na linearidade da curva-

2.2.1.3-Limite de detec¢do do equipamento
(LDE), limite de deteccao do método (LDM) e
limite de quantificagdo (LQ):

Na validagdo de um método analitico,
normalmente é suficiente fornecer uma indicagao
do nivel em que a detecgdo do analito comega a
ficar critica pelo valor do limite de deteccdo do
equipamento, para tal sdo necessarias andlises de
no minimo sete amostras de branco ou branco
com adicdo de analito. Ap6s as andlises séo
usadas as féormulas “branco ¢’ ®u “0 + 3s”,
onde “s” é o desvio padrdo das amostras brancas
analisadas e o valor do branco corresponde a
média da concentracdo de analito obtida nas
amostras analisadas (ORIENTACOES, 2003).

O limite de deteccdo deve considerar as
interferéncias relacionadas com a matriz, na qual
a razao do sinal instrumental para pertubacgao
sinal/ruido (S/R) seja superior a 5/1 (BRASIL,

2003b).

O limite de quantificagdo é a menor quantidade
do analito que pode ser determinado com
precisdo e exatiddo aceitaveis, este devera ser
inferior ao limite maximo do analito permitido
pela legislacé@o vigente. O limite de quantificacdo

padrdo. Para testar esta caracteristica devem serpode ser considerado como a concentragdo do

utilizadas substancias homologas, analogas,

analito correspondente ao valor da média das

produtos de degradacdo, substancias enddgenas,amostras brancas analisadas mais 5, 6 ou 10

componentes da matriz e metabdlitos do analito
para confirmacdo de que ndo ha interferentes.

desvios-padrdo destas amostras, representado
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pela férmula “oranco + 5, 6 ou $0(The fitness,
1998; BRASIL, 2003b; ORIENTACOES, 2003).

2.2.1.4-Precisao:

A precisdo avalia a proximidade de resultados

entre ensaios independentes, repetidos de uma

adigdo, sdo eles um valor préximo ao limite de
detecgdo, um valor proximo a concentragao
maxima permitida e uma concentragdo proxima a
faixa média de uso do método (ORIENTACOES,

2003). A recuperagdo é calculada pela férmula
abaixo:

mesma amostra, de amostras semelhantes ou Recuperagdo (%) =G G x 100

padrdes obtidos em condigdes pré-estabelecidas

e especificas. A precisdo é usualmente expressa Na qual:

pelo desvio padrdo, onde uma menor precisdo &
dada através de um maior desvio-padrdo
(Comunidade, 2002; BRASIL, 2003a;
ORIENTACOES, 2003;).

Os dois niveis mais comuns de avaliar a precisédo
de um método de ensaio sdo através da
“repetitividade” e da “reprodutibilidade”. A

repetitividade avalia a variabilidade de resposta

esperada quando um método é executado por um

s6 analista, com um s6 procedimento, em um s6
equipamento e local, em um curto periodo de
tempo. Ja a reprodutibiidade é usada em
validacbes intra e interlaboratoriais, quando um
método vai ser executado por diferentes
analistas, por mais de um equipamento e/ou em
diferentes laboratérios (CHASINt al., 1998;
The fitness, 1998).

A precisdo pode ser avaliada também através da
“precisao intermediaria”, na qual resultados dos
ensaios sdo obtidos com o mesmo método,
mesmo laboratério, variando operadores ou
equipamentos. As condi¢des a variar devem ser
definidas previamente (The fitness, 1998;
ORIENTACOES, 2003).

2.2.1.5-Exatidao:
A exatiddo é a concordancia entre o resultado de

um ensaio e a quantidade do analito realmente
existente na amostra. Quando a exatiddo é

aplicada a uma série de resultados de ensaios ela(The

pode ser expressa como recuperacdo analitica
(The fitness, 1998; ORIENTACOES, 2003).

A recuperacao é a porcentagem da concentragao

real de um analito recuperado durante o processo
analitico e é usado quando ndo se encontra um
material de referéncia certificado disponivel

(Comunidade, 2002). A recuperacdo pode ser
estimada por andlise de amostras com
quantidades conhecidas de adicdo do analito,
devem ser escolhidos pelo menos trés niveis de

C,= Concentracdo determinada na amostra
adicionada;

C,= Concentragdo determinada na amostra
ndo adicionada e

Cs= Concentracao
(ORIENTACOES, 2003)

adicionada

2.2.1.6-Robustez:

A robustez avalia a susceptibilidade de um

método analitico a alteragbes nas condicdes
experimentais quando variados, por exemplo, as
condicdes de armazenamento, as condi¢des
ambientais e/ou preparagdo da amostra ou a
pequenas alteracdes especificas. Nesta
caracteristica de desempenho faz-se varia¢des no
método de ensaio, avaliando-se o efeito destas no
resultado da analise (The fitness, 1998;

Comunidade, 2002; ORIENTACOES, 2003).

Nessa avaliagdo é possivel identificar variagcdes
no método que possuem efeito significante nos
resultados analiticos. Devem ser realizados
estudos prévios para a selecdo dos fatores
susceptiveis de influenciarem os resultados da
medi¢do a serem modificados nas analises. Um
método é robusto quando se apresenta
praticamente insensivel a pequenas variagfes que
possam ocorrer quando de sua execugao, quanto
maior a robustez de um método maior sera a
confianca desse relacionamento a sua precisao
fitness, 1998; Comunidade, 2002;
ORIENTACOES, 2003).

2.2.1.7-Estabilidade da amostra

Deve-se conhecer a estabilidade da amostra a ser
analisada, pois usando-se analitos instaveis
perde-se parte da concentracdo da amostra
durante o preparo ou estocagem, nao
apresentando a analise um valor real de
concentracdo do analito. As condi¢cbes de
armazenamento de uma amostra devem ser
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monitoradas para determinar sua estabilidade
(Comunidade, 2002).

2.3-Anélise por espectrofotometria UV/Visivel

A espectrofotometria tem sido amplamente
utilizada para detec¢éo e quantificagdo de nitrato
e nitrito em produtos carneos, vegetais, legumes,
agua e sucos (PRINGUEZt al., 1995;
HARDISSON, et al., 1996; OKAFOR &
OGBONNA, 2003).

O principio fundamental da maior parte dos

métodos de absor¢do quantitativos reside na
comparagdo entre a quantidade de energia
radiante de determinado comprimento de onda
que é absorvida por uma solugdo do produto em
andlise e a que é absorvida por uma série de
solugBes padrées (WILLAREB al., 1979).

As leis de Lambert e Beer sdo essenciais para o
entendimento da espectrofotometria. Segundo a
lei de Lambert, a intensidade da luz emitida

molécula aumenta e dizemos que a molécula é
promovida para um estado excitado. A luz
visivel e a radiagdo ultravioleta provocam a
promogdo dos elétrons para orbitais de maior
energia, a luz oriunda de uma fonte continua
passa por um monocromador, que seleciona uma
estreita faixa de comprimento de onda do feixe
incidente. Essa luz monocromatica passa pela
amostra e a energia radiante da luz emergente é
medida. Na espectrofotometria UV/visivel, a
amostra é geralmente colocada numa cubeta. O
espectrofotdbmetro pode possuir um feixe simples
ou um feixe duplo, nos dois casos é preciso uma
amostra de referéncia contendo o solvente puro.
No sistema de feixe simples, para cada amostra
colocada no aparelho deve ser -colocada
novamente a amostra referéncia, no caso do
sistema de feixe duplo, a amostra referéncia fica
no equipamento durante todas as andlises
necessarias (CHRISTIAN & O'REILLY, 1986;
HARRIS, 2001).

Os espectrofotdometros sdo compostos por uma

diminui exponencialmente quando a espessura fonte de radiagdo continua, um monocromador
do meio absorvente aumenta aritmeticamente, ou para selecionar o comprimento de onda, um
seja, qualquer camada de uma dada espessuradetector que converte a energia radiante em
absorve a mesma fracéo de luz que incide sobre sinais elétricos e um dispositivo que faz a leitura
ela. Segundo a lei de Beer, a intensidade de um do detector. A fonte mais comum empregada
feixe de luz monocromético  diminui para a regido visivel € a lampada incandescente
exponencialmente quando a concentracdo da de filamento de tungsténio e para a regido do
substancia absorvente aumenta aritmeticamente. ultravioleta é usado a lampada de deutério. Os
E vantajoso que as solucdes obedecam a lei de monocromadores restringem a radiagdo que ira
Beer, pois, neste caso, a absorvancia € incidir sobre a amostra e podem ser usados para
diretamente proporcional a concentragdo, e basta tal, prismas, grade de difragdo ou filtros oticos.
determinar um nimero reduzido de pontos para Os detectores podem ser seletivos ou nao
estabelecer a curva de calibracdo. Na seletivos, para regido UV/visivel do espectro sdo
espectrofotometria sdo usados instrumentos usados detectores fotoelétricos, que sao

destinados a medida da energia radiante emitida detectores seletivos, isto €, sua resposta varia

ou absorvida por dada substancia pesquisada. A com a frequéncia da radiagdo incidente
amostra analisada absorve certa fracdo da luz (CHRISTIAN, 1994).

incidente e transmite a restante, a luz transmitida

vai sensibilizar um detector, que a transformard& No caso das andlises de nitrito por

em um sinal elétrico; este é entdo enviado a um espectrofotometria, ha a formagdo da coloragdo
amplificador, que vai intensificar o sinal rosea da amostra ou padrdo apds a adicdo dos
proveniente do detector. Através do sinal elétrico reagentes complexantes para a formacao de cor.
é expressa a concentragdo da substancia A formacdo desta coloracéo baseia-se na reagdo
pesquisada (WILLARDet al., 1979; SKOOGet de diazotagdo de nitritos com acido sulfanilico e
al.,, 2002). copulacdo com cloridrato de-naftilamina em
meio acido, formando o acidw-naftilaminop-
A espectrofotometria € um processo que utiliza @ azopenzen@-sulfénico, que possui  esta
luz para medir as concentragBes quimicas. Em coloragéo e é determinado
relagéio a energia, € mais conveniente pensar na espectrofotometricamente a 540 nm (BRASIL,
luz como particulas chamadas fotons, quando 1999).
uma molécula absorve um féton, a energia da
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Figura 3 - Reacgédo de diazotagdo de nitrito comoasidfanilico e copulagao com cloridratoae

naftilamina em meio &cido (VOGEL, 1981).

3- Material e métodos

O experimento foi realizado no Setor de Fisico-
Quimica de Produtos de Origem Animal do
Laboratério Nacional Agropecuéario
(LANAGRO), em Pedro Leopoldo (MG), no
periodo de agosto de 2004 a julho de 2005.

3.1-Material
3.1.1- Equipamentos
Foram utilizados os seguintes equipamentos:

¢ Espectrofotdmetro UV-VIS
ThermoSpectronic Genesys 10 UV
(Nova York; EUA);

« Balanga analitica Bosch SAE 200
(Jungingen; Alemanha);

¢ Balanga analitica Mettler PK 2000
(Zurich; Suica);

¢ Banho de agua fervente (Sao Paulo;
Brasil);

e Agitador magnético (lowa; EUA) e

e Agitador vortex (lowa; EUA).

3.1.2- Vidraria

Foram necessarias as seguintes vidrarias para o
desenvolvimento das andlises:

« BalBes volumétricos de 50 mL; 100 mL;
200 mL e 1000 mL;

¢ Erlenmeyers de 300 mL;

« BastBes de vidro;

*  Funis de vidro e plastico;

« Béqueres de 15 mL, 300 mL e 2000

mL;

¢ Pipetas volumétricas de 3 mL,5mL e
10 mL;

*  Micropipetas automaticas de 500 pl e
1000 pl e

¢ Tubos de centrifuga plasticos de 50 mL.
3.1.3- Reagentes:
Os reagentes utilizados foram:

« Acido ascérbico — Ecibra (S&o Paulo;
Brasil);

« Acido cloridrico (HCI) — Biotec (S&o
Paulo; Brasil);

¢ Cloreto dea-naftilenodiamina
(C12H6CIoN,) — Sigma (St. Louis MO;
EUA) ;

e Eritorbato de sédio comercial com 99%
de pureza;

* Ferrocianeto de potassio trihidratado
(K4[Fe(CN)]. 3H,0O) — Cinética
guimica LTDA (Sao Paulo; Brasil);



¢ Nitrito de sodio (NaN@) — Synth
(Diadema; Brasil);

¢  Sulfanilamida (GHgN,O,S) — Vetec
(Duque de Caxias; Brasil);

¢ Sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO
7 H,0O) — Cinética Quimica LTDA (Sao
Paulo; Brasil);

e Tetraborato de s6dio decahidratado
(NaB407.10H,0) — Vetec (Duque de
Caxias; Brasil) e

¢ Toda a 4gua usada para as analises foi
deionizada e destilada.

3.1.3.1- Preparo das solucdes reagentes

As seguintes solu¢des reagentes foram
necessérias para os procedimentos analiticos:

Ha) Solucdo de cloreto de a-
naftilenodiamina a 0,5 % (M/v):

Foram dissolvidos 0,5 g de cloreto de
naftilenodiamina em 100 mL de &gua destilada e
deionizada, homogeneizando sob agitacdo
magnética até completa dissolugéo. A solugéo foi
colocada em frasco ambar e mantida sob
refrigeragdo. No caso de mudanca de cor a
solugdo foi descartada.

Hb)Solucdo de ferrocianeto de potassio
trihidratado a 15% (m/v):

Foram dissolvidos 150 g de ferrocianeto de
potassio para 1000 mL de solugdo. O reagente e
a agua deionizada e destilada foram colocados
em béquer de 2000 mL para dissolucdo sob
agitacdo magnética, logo ap6s foram transferidos
para balao volumétrico de 1000 mL e o volume
foi completado quando necessario.

Hc) Solucdo de tetraborato
decahidratado a 5% (m/v):

Formatados: Marcadores e
numeragao

de sédi‘o—{

Foram pesados 50 g de tetraborato de sddio para
1000 mL de solucdo. O reagente e a éagua
deionizada e destilada foram colocados em
béquer de 2000 mL para dissolugéo, sob agitacédo
magnética, e logo apds a dissolugdo foram
transferidos para baldo volumétrico de 1000 mL.
O volume foi completado quando necessario.

+d) Solucéo de sulfanilamida a 0,5% (m/¥): - -
Foram dissolvidos 1,25 g de sulfanilamida em

Formatados: Marcadores e
numeragao

250 mL de solugdo de acido cloridrico (HCI)
(1:1). Esta solugcdo permanece estavel por um
periodo de um a dois meses.

He)Solucdo de  sulfato
heptahidratado a 30%:

Formatados: Marcadores e
numeragao

de zinco- —{

Em um béquer de_ 2000 mL_ foram pesados §QQg Formatados: Marcadores e
de sulfato de zinco e dissolvidos em agua numeracio

deionizada e destilada sob agitacdo magnética.
Apo6s a dissolucdo a solugdo foi transferida para
baldo volumétrico de 1000 mL e o volume foi

Hf) Solugdes de nitrito de sodio: Formatados: Marcadores e

numeragao

completado.
1
Solugdo estoque de nitrito de sédio

Foi pesado 0,3866 g de nitrito de sqdio _
previamente seco em dessecador por 24 horas. O{
sal foi transferido quantitativamente para baldo

Formatados: Marcadores e
numeragao

volumétrico de 100 mL e o volume foi
completado com agua deionizada e destilada.

Solugdes intermediarias:

As concentragBes empregadas para construcao da
curva-padrdo foram de 0,125 pg/mL; 0,250
pg/mL; 0,5 pg/mL; 1 pg/mL; 2 pg/mL e 3
pg/mL. Estas concentragdes foram preparadas
segundo a tabela 1.

Tabela 1- Concentra¢bes de nitrito utilizadas reds gontos da curva padrao e quantidades da solucao

estoque empregadas no preparo.

Concentracdo (ug/mL)

Quantidade da solucéo estoqygl)

0,125
0,250
0,500
1,000
2,000
3,000

50
100
200
400
800

1.200
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As quantidades de solugdo estoque indicadas na ajuda de um funil de vidro para um erlenmeyer

tabela 1 foram pipetadas para baldo volumétrico
de 200 mL e os volumes foram completados.

Preparo da curva-padréo

de 300 mL. Foram pipetados 10 mL do filtrado e
transferidos para baldo volumétrico de 50 mL,
apos a transferéncia foram adicionados 5 mL de
solucdo de sulfanilamida a 0,5% e 3 mL de

Foram pipetados separadamente 10 mL de cada soluc&o de cloreto de-naftilenodiamina a 0,5%.

uma das solugbes intermedidrias para baldo
volumétrico de 50 mL, em cada baldo foram
adicionados 5 mL de solugdo de sulfanilamida a
0,5%. Em seguida foram adicionados 3 mL de
solugédo de cloreto de-naftilenodiamina a 0,5%,
logo apo6s, o volume foi completado com &agua
deionizada e destilada.

3.2- Procedimento de extracdo da amostra

Foi utilizado como matriz branca paté de
presunto enlatado, adquirido diretamente da
indastria, todas as latas de paté foram abertas,
homogeneizadas, fracionadas e em seguida
foram congeladas por¢des contendo 100 g de
paté cada.

O método empregado para a extragao da amostra,

segundo BRASIL (1999), foi o seguinte: Foram
dissolvidos em béquer de 300 mL, 10 g de paté
de presunto com 100 mL de agua deionizada e
destilada fervente. Apds a dissolugdo foram
adicionados 5 mL de solugéo de tetraborato de
sédio a 5%, que foi homogeneizada com bastéo
de vidro. O béquer com a solugado foi colocado
em banho de agua fervente por 15 minutos e
depois resfriado em temperatura ambiente. Logo
apo6s, o conteldo do béquer foi transferido
quantitativamente para baldo volumétrico de 200
mL com a ajuda de funil de plastico e bastao de
vidro, lavando bem o béquer. Apds a
transferéncia foram adicionados 5 mL de
ferrocianeto de potassio a 15% e 5 mL de
solugédo de sulfato de zinco a 30%. O volume foi
completado com agua deionizada e destilada. O
baldo volumétrico com a solugéo foi deixado em
repouso por 15 minutos e em seguida a solugéo
foi filtrada em papel de filtro qualitativo com a

Ap6s a homogeneizacdo o volume foi

completado com agua deionizada e destilada.

A metodologia para extragdo da amostra foi
desenvolvida conforme BRASIL, (1999) por ser
a metodologia oficial do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e por ser
o procedimento realizado no LANAGRO.

3.3- Definicao das condi¢Bes analiticas

O objetivo da definicdo das condi¢Ges analiticas
foi determinar qual o comprimento de onda ideal
para a leitura espectrofotométrica de nitrito e
qual o tempo 6timo para a reagao de cor apds a
adicdo da solugdo de sulfanilamida e de cloreto
de a-naftilenodiamina resultando em valores de
absorvancia maiores e estaveis.

A solucéo estoque de nitrito de sédio usada para
esse ensaio, em particular, foi a seguinte: Foram
pesados 0,5 g de nitrito de sddio, previamente
seco em dessecador por 24 horas, transferidos
para baldo volumétrico de 500 mL e completado
o volume. Foi pipetado 1 mL desta solugao para
baldo volumétrico de 100 mL e completado o
volume. A concentragdo desta solucdo foi de
10pg/mL de nitrito de sodio (BRASIL, 1999).

Para a definicdo das condigdes analiticas foram
usadas 3 concentracdes diferentes de solucdo
padrdo de nitrito de sbédio, uma baixa
concentragdo (0,05 pg/mL), uma concentragao
intermediaria (0,4 pg/mL) e uma alta
concentragdo (2 pg/mL), preparadas a partir da
solucéo estoque segundo a tabela 2:

Tabela 2- Solu¢des padrdo de nitrito de sodiozatlias na determinacdo das condi¢Bes analiticas.
Concentragdo das solugdes usadas, quantidade Wa@catstoque utilizada e volume completado em
balao volumétrico.

Concentracdo da solugao Quant. da solucéo estoque Volume completado

(ug/mL) empregada (mL) (mL)
0,05 1 200
0,4 4 100

2 20 100




Foram usadas trés concentragdes distintas paraA curva-padrdo foi

avaliar o comportamento da reacéo de diazotagéo
em diferentes concentragfes de nitrito, mantendo
a mesma quantidade de reagentes. Foi utilizado
também um branco de reagentes contendo 5 mL
de solucdo de sulfanilamida a 0,5% e 3 mL de

solugdo de cloreto de-naftilenodiamina a 0,5%

e 0 volume foi completado para 50 mL em baléo

volumétrico com agua deionizada e destilada. As

andlises foram realizadas contra esse branco de

reagentes.

desenvolvida e foram
analisadas amostras adicionadas de nitrito em
seis concentragdes distintas, em triplicata e
simultaneamente. A curva-padréao foi
desenvolvida com seis pontos conforme descrito
no item 3.1.3.1.. Para as amostras adicionadas de
nitrito foram usadas as concentracfes de 12,5;
25; 50; 100; 200 e 300 mg de nitrito/kg de
produto.

Como delineamento estatistico, a diferenca entre
as médias dos coeficientes angulares das curvas-

Foram realizadas varreduras de 500 a 600 padrdo com e sem a matriz foram comparadas
nanémetros (nm) nos tempos de 10, 20, 30, 40, pelos testes de t, sendo o grau de confianga de
50, 60, 70, 80, 90, 150 e 210 minutos apds a 95% (SAMPAIO, 2002).

adicdo dos reagentes complexantes (solugdo de

sulfanilamida e de cloreto de a-
naftilenodiamina), para a avaliacdo do melhor
comprimento de onda e o melhor tempo para
leitura das solucdes. A varredura foi realizada no
equipamento fazendo leituras de 2 em 2 nm.

3.4- Caracteristicas de desempenho
3.4.1 — Linearidade

O objetivo da avaliagdo da linearidade foi
observar se existe proporcionalidade entre a

3.4.3- Seletividade

O objetivo da seletividade foi avaliar, através da
andlise de amostras de paté de presunto
contaminadas com possiveis interferentes, se ha
alguma interferéncia nas andlises de nitgto
espectrofotometria por parte de alguns aditivos
utilizados na tecnologia de fabricagdo desse
produto.

Os possiveis interferentes usados para avaliar a
seletividade foram o &cido ascorbico e o

concentragdo analisada e a resposta observadaeritorbato de sddio, por serem estas substancias

pelo equipamento.

Para avaliagdo da linearidade foram analisadas
solu¢des padréo de nitrito, obtendo-se uma curva
padrdo de seis pontos. As concentracdes
utilizadas foram 0,125; 0,250; 0,5; 1; 2 e 3
pg/mL, analisadas em triplicata. Foram

aceleradoras da cura e reagirem com o0 nitrito
acelerando a sua degradagdo. Os testes de
seletividade foram feitos separadamente para
cada possivel interferente. Ambos foram
adicionados a matriz em trés concentragbes
distintas e a concentracéo de nitrito foi fixada em
200 mg/kg de paté. O interferente foi adicionado

determinados, por regresséo linear, a equagéo daé matriz, assim como o nitrito, sendo a matriz

curva e o coeficiente de determinacao e plotado o
grafico de residuos. Foi incluida na curva-padrao
a concentracdo de 200 mg de nitrito/kg de
produto (correspondente ao ponto dagZmL),
limite maximo permitido para a adicao de nitrito
em produtos carneos. A curva-padrao foi

elaborada em todos os dias de analise, em todas 3-4-3.1-Teste

as caracteristicas de desempenho avaliadas.
3.4.2- Efeito de matriz
O efeito de matriz foi avaliado para verificar se a

matriz escolhida para validacdo da metodologia
analitica interfere nos resultados das analises.

homogeneizada ap6s cada adicdo. Foram
elaboradas também amostras controle com a
presenca do nitrito, mas sem o interferente. O
processo de extracdo usado foi 0 mesmo descrito
no item 3.2.

do ascorbico

acido como

interferente.

Trés diferentes concentragdes de acido ascorbico
(3,25 mg/100 g, 6,5 mg/100g e 13 mg/100g)
foram adicionadas a matriz. A escolha destas trés
concentragbes foi baseada na tabela de
composi¢do dos alimentos, na qual o maior valor
encontrado de &cido ascérbico em produtos
céarneos foi de 13 mg/100g (Franco, 1992).
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Para estabelecer o limite de deteccdo do
Foi pesado 100 g de paté de presunto e equipamento foram analisadas dez amostras de
adicionado 13 mg de acido ascorbico (13 matrizes brancas de paté de presunto e utilizada a
mg/100g). Dessa massa, 50 g foram misturadas a equagao “branco+3s”, na qual branco é a média
outras 50g livres de acido ascérbico chegando a dos valores de concentragdo obtido pela analise
concentragdo de 6,5 mg/100g. Novamente foi das amostras brancas e “s” é igual ao desvio-
retirada 50 g da massa de 6,5 mg/100g e padrdo dos valores obtidos (The fitness, 1998;
misturada a outras 50 g de paté livre de acido BRASIL, 2003a; ORIENTACOES, 2003).
ascorbico, chegando a concentracdo de 3,25
mg/100g. As amostras foram homogeneizadas e A determinacgdo do limite de detec¢do do método
adicionadas de solucdo de nitrito de sddio na foi feita através da observagdo dos coeficientes
concentragdo de 200 mg/kg. Foram analisadas de variagdo obtidos das analises feitas na
amostras brancas de paté de presunto adicionadasprecisao e exatiddo do método. Cada uma destas
de 200 mg de nitrito/lkg de paté em triplicata caracteristicas de desempenho foram analisadas
como padrdo, sem a adi¢do de acido ascorbico. em seis repeticdes de seis niveis de concentracao.

Para este parametro, o delineamento O limite de quantificagdo foi definido através dos
experimental foi o inteiramente ao acaso e as valores da precisdo e exatidao, conforme a
diferencas entre as médias foram comparadas definicdo dada a este limite, “O limite de
pelos testes de Tukey, sendo o grau de confianga quantificacdo € a menor quantidade do analito
de 95% (SAMPAIO, 2002). que pode ser determinado com precisdao e
exatiddo aceitaveis” (The fitness, 1998;
3.4.3.2- Teste do eritorbato de s6dio como BRASIL, 2003a; ORIENTACOES, 2003). Para
interferente. isto foram avaliados os valores de recuperagao
obtidos pela caracteristica de desempenho
Foram adicionadas na matriz trés diferentes exatiddo e os valores obtidos na precisdo pela
concentragdes de eritorbato de sodio (2,5; 5 e 7,5 analise de seis concentracbes de nitrito
mg de eritorbato de so6dio/100g de paté de adicionadas a matrizes brancas (12,5; 25; 50;
presunto). Estas concentragfes foram escolhidas 100; 200 e 300 mg/kg) em seis repeticdes para
com o auxilio de referéncias de uso de eritorbato cada uma dessas caracteristicas de desempenho.
e formula¢Bes comerciais.
3.4.5 — Preciséo:
Foram pesadas em trés béqueres 60 g de paté de
presunto. No primeiro béquer foi adicionado A precisdo das andlises dentro do processo de
0,450 g de eritorbato, no segundo béquer foi validacdo foi avaliada por duas diferentes
adicionado 0,300 g de eritorbato e no terceiro ferramentas, a repetitividade e a
béquer foi adicionado 0,150 g de eritorbato. reprodutibilidade intralaboratorial ou precisao
intermediaria. A repetitividade foi realizada pelo
De cada béquer foram pesados 10 g de paté de analista envolvido no processo de validagdo, que
presunto em cinco repeticdes para andlise e executou todas as outras caracteristicas de
nestas amostras foram adicionadas a solugdo de desempenho. A variagdo escolhida na precisao
nitrito de sédio na concentragao de 200 mg/kg de intermediéria em relacdo a repetitividade foi o
paté. Foram analisadas 5 amostras de matrizes deanalista. As analises foram realizadas nas
paté de presunto independentes, contendo apenasmesmas condi¢des, no mesmo equipamento,
nitrito na concentracdo de 200 mg/Kg. foram utilizados os mesmos reagentes, 0 mesmo
local e com intervalo de oito dias.
Para este parametro, o delineamento
experimental foi o inteiramente ao acaso e as 3.4.5.1. - Precisdo intermediaria  ou
diferencas entre as médias foram comparadas reprodutibilidade intralaboratorial:
pelo teste de Tukey, sendo o grau de confianca

de 95%, segundo (SAMPAIO, 2002). Nesta avaliagdo mediu-se o desempenho da
metodologia proposta quando executada por
3.4.4- Limites de deteccao e quantificacao. outro analista.
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Para o teste de precisdo intermediaria outro
analista preparou seis amostras adicionadas de No caso desse experimento foi usado mg/Kg,
solucdo de nitrito com seis concentracdes portanto C = 10 Calculando-se o CV obtém-se
distintas (12,5; 25; 50; 100; 200 e 300 mg de o valor de 16% assim, o coeficiente de variagcdo
nitrito/kg de paté de presunto). A solugdo de entre as repeticdes analisadas deve ser inferior a
nitrito foi preparada conforme descrita no item 16%. Porém, em condi¢Ges de repetitividade, o
3.1.3.1., adicionada em cada amostra de 10 g e CV intralaboratorial deve situar-se entre metade
homogeneizada antes de iniciar o procedimento e dois tercos dos valores definidos para
de extracdo. Foram também analisadas amostras reprodutibilidade. Usando-se dois ter¢cos do CV
de matrizes brancas de paté de presunto em seisobtido na equacgao de Horwitz (16%), obtém-se
repeticoes. um coeficiente de variacdo de 10,7%, o
coeficiente de variacdo entre as repeticdes
A partir dos valores de concentracdo obtidos, analisadas deve ser inferior a esse valor.
foram calculados os coeficientes de variagéo e
comparados ao valor de CV obtido pela equac¢do 3.4.6 — Exatidao
de Horwitz. A equagéo é a seguinte:
Foram analisadas matrizes brancas adicionadas
cv = X051 em que C é a fragdo massica de solucio de nitrito nas concentracdes de 12,5;
expressa sob a forma de uma poténcia de 10. 25; 50; 100; 200; 300 mg/kg, em seis repeticdes.
A solucdo padrao de nitrito foi adicionada a
No caso desse experimento foi usado mg/Kg, matriz, ap6s a pesagem, antes de ser iniciado o
portanto C = 18 Calculando-se o CV obtém-se  processo de extracdo segundo o item 3.2. Foram
o valor de 16% assim, o coeficiente de variagdo analisadas amostras de matrizes brancas de paté
entre as repeticdes analisadas pelos dois analistasde presunto em seis repeticdes. Apds a analise
deve ser inferior a 16%. das amostras foi calculada a recuperagéo obtida
de cada amostra através da seguinte formula:
3.4.5.2 — Repetitividade:
Recuperago (%) = Gpiga X 100

O objetivo da avaliacédo da repetitividade foi o de Gesperada

observar a precisdo das andlises através da Na qual:

comparacgdo dos valores de mesma concentracao Contis= Concentracdo determinada pela
das seis repeticbes analisadas de amostras com  andlise na amostra adicionada
concentracdes distintas. Cesperadiz Concentragéo real adicionada

na matriz branca.

Nesta caracteristica de desempenho foram
analisadas seis amostras adicionadas de solugdoDepois de determinadas as recuperacbes nas
de nitrito em seis concentragdes distintas (12,5; diferentes concentracBes estudadas, estas foram
25; 50; 100; 200 e 300 mg de nitrito/kg de comparadas ao intervalo de variagdo aceitavel na
produto). A solugdo de nitrito foi preparada faixa de concentracédo recomendada
conforme descrita no item 3.1.3.1. e foi (Comunidade, 2002). Os valores de recuperacao
adicionada em cada amostra de 10 g e preconizados sdo de 80 a 110% quangd.@® x
homogeneizada antes de iniciar o procedimento 108 na qual ¢ = fragdo de massa. Neste
de extragdo. Foram analisadas amostras de experimento, ¢ foi igual a 1 pois foi utilizada
matrizes brancas de paté de presunto também emmg/kg como unidade para nitrito.
seis repeticdes.

3.4.7- Robustez:
A partir dos valores de concentracdo obtidos,
foram calculados os coeficientes de variagdo e Para avaliar a capacidade da metodologia em
comparados ao valor de CV obtido pela equagdo resistir a pequenas variaces de meio ambiente
de Horwitz. A equacéo é a seguinte: elou alteragbes na metodologia tradicional, foi

realizada a robustez.
CV = #-0510%) em que C é a fragdo massica
expressa sob a forma de uma poténcia de 10.
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Tabela 3- Parametros variados na robustez, mostrasdrés concentrages de nitrito utilizadas nesta
caracteristica de desempenho e nimero de repetgiiegadas.

Concentragdes de 10 gramas 5 gramas

nitrito (mg/kg) Com banho de Com vortex Com banho deCom vortex
agua fervente agua fervente

25 Ry, Re, Rg Ru Ry, Rs Ru Ra Rs Ru Ry, Rs

200 Ry, Re, Rg Ru Ry, Rs Ru Ra Rs Ru Re, Rs

300 R, Re, Rs Ru Rp, Rs R, Ro, Rs Ri, Ry, Rs

Para avaliacdo da robustez foram utilizadas trés sodio e 50 mL de agua fervente ao invés de 100
concentracdes distintas de nitrito (tabela 3), uma mL.
de baixa concentracdo (25 mg/kg de produto),
uma de concentragdo intermediaria (200 mg/kg O modelo estatistico utilizado para andlise destes
de produto) e uma de alta concentracdo (300 dados foi o inteiramente ao acaso e as diferengas
mg/kg de produto), estas solugbes foram entre as médias foram comparadas pelo teste de
escolhidas para abrangéncia da maior variagdo Tukey, sendo o grau de confianga de 95%,
possivel das concentragdes da curva padrdo. As segundo (SAMPAIO, 2002).
andlises foram realizadas em triplicata.

4- Resultados e discusséo
Foram avaliadas a metodologia original (grupo
controle), utilizando banho de agua fervente e 10 4.1- Defini¢do das condigdes analiticas
g de amostra (tabela 3) e o processo de extragao
modificado utilizando ao invés do banho de agua Os resultados encontrados para definir o
fervente o vortex e ao invés de 10 g de amostra 5 comprimento de onda a ser utilizado para leitura
g (tabela 3). Para tal, o periodo do banho de 15 das amostras de paté de presunto no
minutos foi substituido por 2 minutos sob  espectrofotdmetro para andlise de nitrito estdo
agitagdo no vortex, para isto foram necessarios demonstrado no grafico 1 e o tempo de espera
tubos de centrifuga (50 mL) ao invés de béquer para desenvolvimento da reagdo de cor estdo
de 300 mL. Nos tubos de centrifuga foram demonstrados nos gréficos 2, 3 e 4 nas trés
pesados 10 g de amostra de paté de presunto, concentragdes analisadas.
adicionados 5 mL de solugéo de tetraborato de
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Gréfico 1-Relacao entre os comprimentos de ondarespectivas absorvancias do complexo formado a
partir da reac&o do nitrito na concentracéo de.g/rL.

Na concentracdo de 0,Q%g de nitrito/mL foi comprimentos de onda de 538 a 544 e a um
observado que os maiores valores de absorvancia periodo entre 30 e 90 minutos de espera apés a
foram expressos nos comprimentos de onda de adi¢do dos reagentes complexantes (Gréaficos 1 e
538 e 540 nm e a um tempo de espera entre 30 e 3). E na concentracdo dep@/mL os maiores

90 minutos apés a adicdo dos reagentes valores de absorvancia foram expressos no
complexantes (Grafico 2). Na concentragdo de comprimento de onda de 538 a 540 nm, porém a
0,4 pg/mL observou-se que os maiores valores um tempo de até 20 minutos de espera apos a
de absorvancia foram expressos nos adi¢do dos reagentes complexantes (Grafico 4).
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Gréafico 2- Tempo de espera ap6s a adicdo dos remgeomplexantes, em minutos, por valor de
absorvancia na concentracao de QganL.
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Gréafico 3- Tempo de espera apos a adicao dos remgeomplexantes, em minutos, por valor de
absorvancia na concentragao depm4nL.
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Gréafico 4- Tempo de espera ap6s a adicdo dos resgeomplexantes, em minutos, por valor de
absorvancia na concentragao deg?mL.

Apesar de os maiores valores de absorvancia absorvancia podendo ser explicada pela
para a solugcdo de nitrito na concentracdo de 2 formacédo de produtos de degradacdo. Quanto ao
pg/mL serem expressos até 20 minutos apds a comprimento de onda utilizado, foram definidos
adic&o dos reagentes complexantes, foi escolhido os valores de 538 ou 540 nandmetros para a
como melhor tempo de espera entre 40 e 70 andlise espectrofotométrica de nitritas trés
minutos, pois é neste periodo que a reagéo de cor concentragdes avaliadas, usando-se nesse
se estabilizou, periodo no qual foram obtidos experimento o comprimento de onda de 540 nm
valores constantes de absorvancia. No grafico 4 e o tempo de espera entre 40 e 70 minutos apos a
estd demonstrado a variagdo dos valores de adigdo dos reagentes de cor para a leitura das
absorvancia pelo periodo de 0 a 210 minutos amostras.

apos a adicdo dos reagentes complexantes, na ]
concentracéo de @g/mL. Pode-se observar que  OKAFOR & OGBONNA, 2003 e RINCOMt.

até 30 minutos houve queda dos valores de al., 2003 analisaram nitrito e encontraram como
absorvancia, o que pode ser explicado pela melhor comprimento de onda 520 nm, os
reacgdo do nitrito com os reagentes complexantes Primeiros autores usaram tempo de espera de 20
ainda n&o ter sido estabelecida e ap6s 70 minutos minutos  apés a adicdo dos reagentes
houve uma nova variacdo dos valores de complexantes para fazer a leitura das amostras.
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O comprimento de onda preconizado por
Official, 1995 para analise espectrofotométrica
de nitrito em carnes curadas é de 540 nm e
PRINGUEZEt. al., 1995, analisou a presenca de
nitrito em leite em po, usando o comprimento de
onda de 538 nm, em concordancia com os
resultados deste experimento.

A metodologia descrita em BRASIL, 1999, base
para esta validacao, preconiza a utiliza¢éo de 540
nm de comprimento de onda para leitura e um
tempo de espera de 30 minutos apés a adigao dos
reagentes complexantes. Apesar de 30 minutos
de tempo de espera ser suficiente para
concentragBes de nitrito mais baixas, como a
concentragdo de 0,0fg/mL o ideal é usar o
minimo de 40 minutos de espera, pois abrange

das concentracdes de nitrito mais baixas até as
mais altas (Gréficos 2, 3 e 4).

Portanto, ap6és a adicdo dos reagentes
complexantes deve-se esperar 40 minutos para
fazer a leitura das amostras para otimizacdo da
reacdo de cor, estabilidade da reacdo e maior
expressdo da absorvancia, porém, este tempo de
espera ou o0 tempo da andlise de todas as
amostras preparadas nao pode ultrapassar 70
minutos, pois apos este periodo inicia-se a
formacéo de produtos de degradacéo.

4.2- Linearidade

Os resultados encontrados para avaliagao da
linearidade estdo demonstrados no grafico 5.

3,000 7 7y
] y = 0,9544x + 0,0853
2,500 1 5
] r-=0,9963
—~ 2,000 ]
© ]
=] ]
~ 1,500 1
P ]
o) ]
< 1,000 1
0,500 1
0,000 : : : : ; ;
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
Concentracgdo (ug/mL)

3,500

Gréfico 5 — Representagéo grafica de uma das cdevaalibracdo dos padrdes de nitrito, com a eguacga

da reta e valor do coeficiente de determinacgo (r

Os coeficientes de determinacad) (rariaram de
0,9943 a 0,9976, sendo todos eles superiores ao
usualmente requerido, proposto por CHASHN

al. (1998), onde sdo preconizados como
satisfatorio os coeficientes de determinacéo
acima de 0,98.
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Gréafico de residuo
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Gréfico 6 — Valores de residuo x concentra¢dedsauas.

Os valores de residuo foram calculados obtendo- das amostras adicionadas de &cido ascorbico nas
se a média dos valores obtidos nas curvas-padrao diferentes concentragdes e 200 mg de nitrito/kg
e fazendo-se a diferenca entre y observado e y de produto com aquelas amostras adicionadas
esperado. Observa-se que todos os pontos estdoapenas de 200 mg de nitrito/kg de produto. Pode-
praticamente equidistantes do ponto zero (-0,5 a se observar que a concentracdo de nitrito obtida
+ 0,5 u.a.), onde y observado — y esperado seria na amostra que continha apenas nitrito foi igual
zero. No grafico de residuos, os pontos de estatisticamente as concentracdes de nitrito

maiores dispersdo foram os depg/ml e 3 observadas nas amostras que continham nitrito e
pug/mL com os valores de 0,075 e menos (-) @&cido ascorbico na concentracdo de 3,25; 6,5 e
0,0609. 13 mg/100g de paté. Isto demonstra que o acido
ascorbico ndo interfere na quantificagdo de
4.3- Seletividade nitrito, pois, independente da concentracdo de
acido ascorbico existente na amostra, os valores
4.3.1.- Teste do acido ascérbico como de nitrito foram mantidos. Os tratamentos
interferente analisados (nitrito com &cido ascérbico)

obtiveram valores de concentragdo de nitrito

Os resultados de seletividade testando como iguais ao grupo controle (apenas nitrito).
interferente o acido ascorbico sdo mostrados na
tabela 4. Foram comparadas as concentractes



Tabela 4- Efeito da adicdo de acido ascorbico remtificacdo de nitrito. Em todas as amostras foi

adicionado 200 mg de nitrito/kg de paté

Adicdo de ac. Ascorbico (mg/100g)

nitrito (mg/kg)

0
3,25
6,5
13

204,53+ 13,05
173,07+28,03
197,3%+13,91
193,58+13,89

Letras mindsculas distintas na coluna indicam ngeéstatisticamente diferentes pelo teste de Tukey

(P<0,05).

4.3.2 — Teste do eritorbato de sédio como
interferente

Os resultados de seletividade testando como
interferente o eritorbato de sbédio séao

demonstrados na tabela 5. Foram comparadas as

concentracdes obtidas nas amostras analisadas
que continham apenas nitrito aquelas que
continham nitrito e eritorbato de sddio nas
concentragfes de 2,5; 5 e 7,5 mg/100g. Todas as
andlises foram feitas em cinco repetigées.

Tabela 5- Efeito da adi¢do de eritorbato de sédiquantificacdo de nitrito. Em todas as amostrestio

adicionados 200 mg de nitrito/kg de paté.

Adicdo de eritorbato de sédio (mg/100g)

nitrito (mkg)

0
2,5
5
7,5

209,3%+1,9
189,08%+5,3
173,05+22,1
134,05+20,2

Letras mindsculas distintas na coluna indicam neéegtatisticamente diferentes pelo teste de Tukey

(P<0,05).

Conforme observado, o eritorbato de sdédio
interferiu  nas andlises de nitrito  por
espectrofotometria acima da concentracédo de 2,5
mg de eritorbato de s6dio/100g de paté. A média
da concentragdo de nitrito obtida nas amostras
contendo nitrito e 2,5 mg de eritorbato de
s6dio/100g de paté foi igual estatisticamente ao
valor obtido no grupo controle (contendo apenas
nitrito). Ja a média de nitrito das amostras que
continham nitrito e 5 mg de eritorbato/100g e
nitrito e 7,5 mg de eritorbato/100g diferiram
estatisticamente dos valores obtidos no grupo
controle.

Para solucionar o efeito da interferéncia do
eritorbato de sédio nas andlises
espectrofotométricas de nitrito devem ser
tentadas trés alternativas: Mudar o comprimento
de onda utilizado para analise de nitrito, nesse
caso, deve ser tentado a utlizacdo de um
comprimento de onda onde haja menor
interferéncia do eritorbato, mesmo sendo um
comprimento de onda de menor expressao de
nitrito; Associar outra metodologia ao método

espectrofotométrico; ou tentar desativar o

eritorbato de sédio durante o processo de

extracdo da amostra. Estas opcdes podem ser
tentada como continuag¢éo desse experimento.

4.4- Efeito de matriz

O efeito de matriz foi avaliado através da
comparagdo dos valores de coeficiente angular
(a) das curvas obtidas das amostras com e sem a
matriz. Os valores de coeficiente angular foram
de 0,9136; 0,9525 e 0,9535 para as equacgOes das
curvas padrao com adi¢do de padrdo na matriz e
de 0,9118; 0,9543 e 0,9648 para as curvas-
padrdo sem adigcdo na matriz. A média dos
valores de coeficientes angular foram
comparadas pelo teste de t, no qual o t calculado
(0,0982) foi menor que o t tabelado (4,032),
sendo o grau de confianca de 95%, ndo sendo
identificado efeito de matriz (Sampaio, 2002).

4.5- Limite de deteccao e quantificacao
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Para definicho do limite de deteccdo do precisdo, nos dois niveis analisados, a
equipamento, foram realizados calculos pela concentracdo de 12,5 mg de nitrito/Kg de paté
formula “0+3s” (ORIENTACOES, 2003), onde a  foi a Gnica que obteve valores de coeficiente de
média dos valores obtidos nas matrizes brancas variagdo maiores do que os valores aceitaveis
foi 7,225 mg de nitrito/Kg de produto e o valor pela Directiva 2002/657/CE (Comunidade,
do desvio padrao “s” foi igual a 0,78, portanto o 2002).
valor obtido pela aplicagdo da férmula foi de
9,56 mg de nitrito/kg de paté, considerado o O limite de quantificacdo foi de 25 mg de
limite de detecgdo do equipamento. nitrito/kg de produto, esta foi a segunda menor
concentracéo utilizada na curva-padrdo. Foram
Foi observada experimentalmente a média de realizadas doze analises de matrizes brancas
recuperacdo de doze amostras adicionadas de adicionadas de nitrito nesta concentracdo e a
nitrito na concentragdo de 12,5 mg/kg e foi média de recuperacdo dessas amostras foi de
definido o limite de detec¢do do método como 81% e o coeficiente de variagdo foi de 10,3%,
12,5 mg de nitrito/kg de paté. Este resultado atendendo aos critérios descritos como aceitaveis
baseou-se nos valores de recuperagao e precisdopara exatiddo e precisdo conforme a Directiva
aceitaveis conforme Comunidade, (2002), na 2002/657/CE (Comunidade, 2002).
qual os valores de recuperacao aceitaveis séo de
80 a 110% e os valores de coeficiente de Estdo demonstrados no grafico 7 os valores de
variagdo aceitaveis sdo de 10,7 para dispersdo da recuperagao nos limites de deteccédo
repetitividade e 16% para condigbes de e quantificacdo. Pode-se observar que os valores
reprodutibilidade intralaboratorial (Comunidade, de recuperacdo da concentracdo de 12,5 mg de
2002). Os valores de recuperacdo obtidos nesta nitrito/kg de paté ficaram bem abaixo daqueles
concentragdo variou de 35 a 84%, encontrando- obtidos na concentragdo de 25 mg de nitrito/kg
se apenas um valor de recuperacdo, em 12 de paté.
amostras, acima de 80%. Para os valores de

N
o
o

12,5 L L EEE= i

Concentracao nitrito (mg/kg)

0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
30 35 40 45 50 55 60 65 70O V5 80 85 90 95 100

Recuperacao (%)

Gréfico 7— Dispersao dos valores de recuperacdionite de deteccéo e quantificagao.

O limite de quantificacdo obtido (25 mg de demonstrando assim a eficiéncia do método em
nitrito/kg de produto) esta bem abaixo do limite quantificar nitrito.

méximo permitido pela legislacdo (200 mg de

nitrito/kg de produto) segundo BRASIL (1997), 4.6- Precisdo
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4.6.1- Repetitividade calculado para reprodutibilidade
intralaboratorial.

De acordo com a Directiva 2002/657/CE da

Comunidade, (2002) o intervalo de variagdo Os resultados encontrados na repetitividade das

aceitavel para precisdo em condigbes de andlises estdo demonstrados na tabela 6. Os

repetitividade é de 10,7%. Este valor foi coeficientes de variagdo entre as seis repeticdes

calculado a partir da equagdo de Horwitz (CV = independentes do mesmo nivel de concentragédo

2 05 g 9 tilizada para a reprodutibilidade de nitrito  ficaram dentro dos padrbes

intralaboratorial, no caso de repetitividade o estabelecidos pela Directiva 2002/657/CE da

valor de CV deve ser igual a 2/3 do valor Comunidade, (2002).

Tabela 6- Valores de concentragcdo obtidos na teiggide em seis repeticdes das seis concentraighes
nitrito analisadas e respectivos valores de cagfieide variagao.

Concent. Matriz1l Matriz2 Matriz3  Matriz4 Matriz 5 Matriz 6 CV (%)

(mg/kg)

25 23,36 21,51 21,73 20,99 22,38 4,2

50 50,70 50,96 51,06 48,90 49,81 51,73 2,0

100 105,48 110,42 107,21 107,17 110,66 105,35 2,1

200 197,41 201,99 206,93 207,32 206,41 205,65 1,9

300 295,56 293,29 293,18 292,77 29458 0,4
4.6.2- Precisao intermediaria pela Directiva 2002/657/CE da Comunidade

(2002), que é de 16% conforme demonstrado na
Conforme pode ser observado nos dados obtidos equacio de Horwitz. Na equacdo CV %5 o9
(tabela 8), o método é reprodutivel por outro ©, ¢ é a fragdo massica utilizada, no caso deste
analista, no mesmo laboratério e equipamento. experimento ¢ = If) pois a fracdo massica
Os niveis de concentragdo estudados (25; 50; utilizada foi mg/kg. A tabela 7 indica os valores
100; 200 e 300 mg/kg), em seis repeticdes obtidos nas andlises executadas pelo analista na
totalmente independentes, obtiveram coeficientes reprodutibilidade intralaboratorial.
de variacdo dentro dos padrdes estabelecidos

Tabela 7- Valores de concentracéo obtidos na refibililade intralaboratorial ou preciséo internéeti
em seis repeticbes das seis concentracfes de mitrétlisadas e respectivos valores de coeficiemte d
variacao.

Concent. Matriz1l Matriz2 Matriz3  Matriz4 Matriz 5 Matriz 6 CV (%)

(mg/kg)
25 18,77 18,67 16,88 17,40 21,09 19,93 8,3
50 51,42 51,10 50,36 49,63 51,84 51,63 1,7
100 106,39 103,02 106,28 107,33 105,54 106,07 1,4
200 210,64 206,85 202,32 208,01 207,80 208,22 1,3
300 291,20 293,2 290,89 295,52 290,15 293,73 0,7

Para o célculo dos valores de coeficiente de participantes dessa caracteristica de desempenho.
variagdo obtidos na reprodutibilidade foram Os valores de coeficiente de variacéo obtidos na
consideradas as tabelas 6 e 7, representando osreprodutibilidade intralaboratorial foram os
valores obtidos nas andlises pelos dois analistas seguintes (tabela 8):
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Tabela 8 — Valores de desvio padrdo e coeficiemesvariacdo obtidos na reprodutibilidade
intralaboratorial.

Concentragdo (mg/kg) Desvio Padrédo Coeficiente danacao (%)
25 2,087 10,3
50 0,921 1,8
100 2,116 2,0
200 3,571 1,7
300 1,785 0,6

Em todas as concentracdes estudadas o

coeficiente de variagdo dos valores obtidos na 4.7- Exatidao

repetitividade e reprodutibilidade foram menores

que 16%, conforme equagdo de Horwitz Na tabela 9 sdo encontrados os valores de
(Comunidade, 2002). recuperacao obtidos no teste de exatidao.

Tabela 9- Valores de recuperacao obtidos na exatid&pectivos intervalo de variagcdo aceitavehinaf
de concentragdo de nitrito estudada e coeficietgesmriacao.

Concentracao (mg/kg) Valores de Intervalo de variagao Valores de CV
recuperacao (%) aceitavel (%) (%)
25 84 a 93 80 a 110 4,1
50 97,8 a103,5 80 a 110 2,0
100 105,4 a 110,7 80 a 110 2,2
200 98,7 a 103,7 80 a 110 1,9
300 97 a 98 80a110 0,4

Nas concentragfes de 25; 50; 100; 200 e 300 mg perdas (grafico 8). Pode-se observar que o0s
de nitrito/kg de paté os valores de recuperagdo valores de recuperagdo ficaram dentro do
encontraram-se todos dentro do intervalo de intervalo aceitavel segundo a Directiva
variagdo aceitdvel. Foi observado que quanto 2002/657/CE, em todas as concentragdes
maior as concentracdes analisadas, maiores sdoestudadas (Comunidade, 2002).

os valores de recuperacdo e menores Sao 0S

coeficientes de variagdo observados, pois quanto O gréafico 8 representa a dispersédo dos valores de
mais analito, menor é a interferéncia causada por recuperagdo em cada concentracdo estudada.

36



Recuperacao
1204
110 ]
% [ J
S 1004 . ica
§ n @ repeticdo 1
o 90- ﬁ M repeticéo 2
uT
< 80 4 repeticdo 3
g repeticéo 4
3 70 X icd0 5
8 repeticéo 3
® 60 ’ @ repeticao 6
x
50 4
40 T T T T T T
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0
Concentracdo (mg/kg)

Grafico 8- Dispersdo dos valores de recuperacdoseas repeticdbes das concentragBes de nitrito
analisadas.
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4.8- Robustez Os resultados encontrados para robustez estdo
descritos na tabela 10.

Tabela 10- Valores de concentracdo obtidas nassesdle robustez nas variagfes analisadas e sas tré
concentracdes de nitrito estudadas.

Concentracdes
Massa de Amostri
59 10 g

Extracao Banho Vortex Banho Vortex

15,02 16,27 23,45 21,99
25 ppm 16,90 16,90 23,34 22,82

17,10 16,90 23,34 22,82
Média 16,34 16,69 23,38 22,54
CV (%) 7,0 2,2 0,3 2,1
Desvio padréo 1,15 0,36 0,06 0,48

215,00 212,09 208,32 199,26
200 ppm 215,00 212,71 207,80 203,32

215,00 213,33 208,32 202,39
Média 215,00 212,71 208,15 201,66
CV(%) 0,0 0,3 0,1 11
Desvio padréo 3,81E-06 6,25E-01 3,01E-01 2,13E+00

312,07 307,28 291,13 286,34
300 ppm 309,16 310,20 288,32 284,88

313,12 308,33 283,94 287,69
Média 311,45 308,60 287,80 286,30
CV(%) 0,7 0,5 1,3 0,5
Desvio padrao 2,052 1,478 3,622 1,406

Pode ser observado na tabela 11, que a deve-se pesar 5 gramas de amostra para analise
quantidade de amostra a ser pesada para analiseespectrofotométrica de nitrito, o que facilitaria o
de nitrito por espectrofotometria é dependente da procedimento de extragdo do analito devido a
concentracdo de nitrito existente na amostra. maior agilidade de se pesar 5 gramas de amostra
Portanto, para amostras contendo 25 mg de do que 10 gramas de amostra quando sao feitas
nitrito / Kg de paté recomenda-se pesar 10 muitas andlises no mesmo dia, considerando que
gramas de paté, de acordo com a metodologia para andlise de nitrito, a extracéo do analito deve
tradicional (Brasil, 1999). JA& para amostras ser feita no mesmo dia.

contendo 200 ou 300 mg de nitrito / Kg de paté

Tabela 11 — Concentracdes de nitrito analisadasimsstez pesando-se 5 e 10g de amostra e resultados
obtidos nas analises estatisticas.

Volume de amostra pesado

Concentracao (mg/kg) 5g 10g
25 16,5F 22,96
200 213,86 204,90
300 310,03 287,0%

Letras mindsculas distintas nas linhas indicam edstatisticamente diferentes pelo teste de tukey
(P<0,05).

38



Conforme pode ser demonstrado (Tabela 12), o analito por 15 minutos em banho de &agua

método de extragdo utilizado no procedimento fervente, pois esse foi estatisticamente superior
analitico também foi dependente da concentragdo quando comparado aos resultados obtidos na
de nitrito contida na amostra. Em amostras extragdo do analito por dois minutos em vortex.

contendo 25 mg de nitrito / Kg de paté ambos os Para efeito de padronizacdo recomenda-se a
métodos de extracdo do analito foram eficientes. extragdo do analito por banho de agua fervente
Porém, para concentragGes de 200 ou 300 mg de por 15 minutos por este método abranger, com
nitrito / Kg de paté recomenda-se a extragdo do eficiéncia, toda a faixa de concentragdo estudada.

Tabela 12 — Concentragdes de nitrito analisadawimastez, utilizando-se os dois métodos de extracdo
propostos e resultados obtidos nas andlises éisttis
Volume de amostra pesado

Concentracao (mg/kg) vortex Banho de agua fervente
25 19,62 19,86
200 207,18 211,58
300 297,48 299,62

Letras mindsculas distintas nas linhas indicam edstatisticamente diferentes pelo teste de tukey
(P<0,05).

5- Conclusbes: (200 ou 300 mg de nitrito / Kg de paté). O
método possui valores de recuperacdo dentro dos
Para andlise espectrofotométrica de nitrito em limites estabelecidos.
paté de presunto deve ser utlizado o
comprimento de onda de 538 ou 540 nm para 6- Referéncias bibliograficas
leitura das amostras e deve-se esperar 40
minutos, e ndo mais que 70 minutos, apos a BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia
adicdo dos reagentes complexantes para fazer a Sanitaria (ANVISA). Aprova o regulamento
leitura das amostras. O método possui técnico : “Atribuicdo de fungdo de aditivos e seus
linearidade nas concentragbes de 0,125 a 3 Limites maximos de uso para a categoria 8-carne
pg/mL. Os resultados espectrofotométricos para e produtos carneos”. Portarif, H004 de 11 de
nitrito em paté de presunto ndo sofrem dez. 1998Diario Oficial da Unido, Brasilia, 14
interferéncia do é&cido ascorbico e ocorre a de dez. 1998. Disponivel em:
interferéncia  do eritorbato de soédio nas (www.anvisa.gov.hr Acesso em: 31/01/2006.
concentracdes acima de 2,5 mg/100 g de produto
na analise de nitrito por espectrofotometria. A BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia
matriz paté de presunto néo interfere nas anélises Sanitaria (ANVISA). Determina a publicacdo do
espectrofotométricas de nitrito. O limite de guia de validacdo de métodos analiticos e
deteccdo do método estabelecido para andlise de pjoanaliticos. Resolucdo RE? 899 de 29 de
nitrito  em  paté de presunto  por  maio de 2003Diario Oficial da Unido, Brasilia,
espectrofotometria foi de 12,5 mg de nitrito/kg 02 de jun. 2003 (a). Disponivel em:

de paté e o limite de quantificagdo foi de 25 mg (www.anvisa.gov.hr Acesso em: 31/01/2006.
de nitrito/kg de paté. O método avaliado possui

repetitividade e reprodutibilidade  BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e
intralaboratorial. O método ndo € robusto no que Apastecimento. Regulamento de Inspecéo
diz respeito a utilizacdo de outro método de |ndustrial e Sanitaria de Produtos de Origem
extragdo do analito, devendo ser utilizado o Animal. Aprovado pelo decretd 180.691 de 29
banho de agua fervente por 15 minutos como gde mar. 1952 e alteragdeBiario Oficial da
preconizado na metodologia tradicional. Quanto ynigo. Brasilia, 07 de jul. de 1952. Atualizado
ao volume de amostra a ser pesado, devem ser g 1997. Disponivel em:
pesados 10 g. de amostra para concentracdes de(www.agricultura.gov.br Acesso em:
nitrito de 25 mg / Kg e devem ser pesados 5 g. de 53/08/2005.

amostra para concentragfes de nitrito mais altas
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7- APENDICE
7.1- Linearidade

Valores de y observado:

Padrao 2 Padrdo 3 rddP4d Padrao5 Padrdo6 Padrao7 Média

0,149 0,149  490,1

Concentragdo (mg/kg) Padrdo 1

0,125 0,157 0,139 0,149 0,151 0,147
0,25 0,301 0,292 0,281 0,280 0,297 0,288 0,291 00,29
0,5 0,576 0,575 0,567 0,572 0,569 0,536 0,589 0,569
1 1,103 1,087 1,095 1,098 1,109 1,108 1,116 1,102
2 2,072 1,981 2,087 2,077 2,078 2,069 2,110 2,068
3 2,885 2,763 2,927 2,904 2,873 2,882 2,919 2,879

Coeficiente angular 0,9544 0,9118 0,9736 0,9649 5419  0,9601 0,9703 0,9556
Coeficiente linear 0,0888 0,0947 0,0688 0,0747 $808 0,0719 0,0839 0,0812
2 0,9971 0,9960 0,9976 0,9973 0,9963 0,9968 0,9964 9969,

r

Valores de y esperado:

Padraol Padrdo2 Padrao3 radP4d Padrdo5 Padrdo6 Padrao7 Média

Concentragdo (mg/kg)

0,209 0,190 0,195 0,205 0,192 0,205 010,2

0,125 0,208
0,25 0,327 0,323 0,312 0,316 0,324 0,312 0,326 00,32
0,5 0,566 0,551 0,556 0,557 0,563 0,552 0,569 0,559
1 1,043 1,007 1,042 1,040 1,040 1,032 1,054 1,037
2 1,998 1,918 2,016 2,005 1,994 1,992 2,024 1,992
3 2,952 2,830 2,990 2,969 2,948 2,952 2,995 2,948

Valores de residuo (y observado — y esperado):

Padrdo 2 Padrédo 3 rddP4d Padrdo5 Padréo 6 Padréao7 Média

Concentracao (mg/kg) Padrdo 1
0,125 -0,051 -0,070 -0,041 -0,044 -0,057 -0,043 056, -0,052
0,25 -0,026 -0,031 -0,031 -0,036 -0,027 -0,024 35,0 -0,030
0,5 0,010 0,024 0,011 0,015 0,006 -0,016 0,020 ®,01
1 0,060 0,080 0,053 0,058 0,069 0,076 0,062 0,065
2 0,074 0,063 0,071 0,072 0,084 0,077 0,086 0,075
3 -0,067 -0,067 -0,063 -0,065 -0,075 -0,070 -0,076 -0,069
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7.2- Seletividade

7.2.1- Acido ascérbico:

Fonte de variacdo GL QM
Tratament 3 5.462.73.
Erro 8 2.945.68.

Coeficiente de variagao: 8,933

7.2.2- Eritorbato de sddio:

Fonte de variacédo GL QM
Tratamento 3 5.082.573
Erro 16 2.322.721

Coeficiente de variagao: 8,641

7.3- Efeito de matriz:

Concentragdo (mg/kg) Matriz Matriz 2 Matriz3 Média matriz

Padrdo 1 Padrdo 2drBa3 Média padréo

0,125 0,154 0,163 0,171 0,163 0,157 0,151 0,139 49,1

0,25 0,286 0,267 0,279 0,277 0,301 0,28 0,292 0,291

0,5 0,554 0,575 0,58 0,570 0,576 0,572 0,575 0,574

1 1,067 1,068 1,097 1,077 1,103 1,098 1,087 1,096

2 1,978 2,054 2,067 2,033 2,072 2,077 1,981 2,043

3 2,767 2,874 2,879 2,840 2,885 2,904 2,763 2,851
Coeficiente angular 0,9136 0,9535  0,9526 0,9399 5449 0,9649 0,9118 0,9437
Coeficiente linear 0,0875 0,0743  0,0873 0,0830 &08 0,0747  0,0947 0,0861

r? 0,9972 0,9976  0,9971 0,9973 0,9971  0,9973  0,9960 9969,

Variancia matriz: 0,00428
Variancia padrao: 0,00448

Célculo de t:

a, —-a
t= 1 "8

s (&) + s (ap)
n n

0,9437-0,9399
0’0045+ 0,0043
6 6

t=

t=0.0982
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7.4- Limite de detecgéo:

Limite de Detecgéo Matrizes brancas
Repeticdo Abs | Conc. NO(g/mL)| mg/Kg
Curva 1 0,012 0,07 6,900
conc. (ug/mL) Abs 2 0,012 0,07 6,900
3 0,01 0,07 6,79¢
0,125 0,141 4 0,012 0,07 6,900
0,250 0,289 5 0,004 0,08 7,732
0,500 0,571 6 0,015 0,07 6,588
1,000 1,102 7 0,015 0,07 6,588
2,000 2,095 8 0,014 0,07 6,692
3,000 2,883 9 0,016 0,09 8,630
Inclinacé@o 0,9616 10 0,017 0,09 8,520,
Intercepgao 0,0783 Média 0,0130 0,0722 7,225
R-quadrado 0,9961 Desvio 0,0036 0,0078 0,78
CV (%) 27,9 10,8 10,82
Limite de detecgdo do equipamento = “branco + B8g’qual:
Média branco = 7,225 mg/Kg e s = 0,78
Limite de detec¢éo do equipamento = (7,225 + (38)) = 9,5650
7.5- Repetitividade:

Conc. (mg/Kg) rep.1 rep. 2 rep. 3 rep. 4 rep. 5 re@ Média Mat. Desv. Pad. CV (%)
12.5 10,54 7,06 7,28 5,92 6,85 7,82 7,13 1,58 22,2
25,0 23,36 21,51 21,73 20,99 22,38 21,42 0,91 4,3
50,C 50,7( 50,9¢ 51,0¢ 48,9( 49,81 51,7¢ 50,6¢ 1,01 2,C
100,0 105,48 110,42 107,21 107,17 110,66 105,35 ,6D08 2,33 2,1
200,0 197,41 201,99 206,93 207,32 206,41 205,65 ,4206 3,88 1,9
300,( 295,5¢ 293,2¢ 293,1¢ 292,77 294,5¢ 293,2: 1,1¢ 0,4

Valor da repet. = 10,4%

7.6- Precisao intermediaria ou reprodutibilidadeaiaboratorial:

| | Reprodutibilidade Repetibilidade
conc. (mg/Kgyep. 1 rep.2 rep.3 rep.4 rep.5 rep.6 rep.f. 2erep. 3 rep.4 rep.5 rep. 6 Médisv. CV (%)

12,5 91 77 58 81 44 86 105 71 73 59 698 7744 161 21,7
25 188 18,7 16,9 174 21,1 199 234 215 217 ,02122,4 20,25 2,09 10,3
50 514 511 504 496 518 516 50,7 51,0 511948498 51,7 50,760,992 1,8

100 106,4 103,0 106,3 107,3 105,5 106,1 105,5 110,4 107,2 107,2 110,7 105,4106,74 2,12 2,0
200 210,6 206,9 202,3 208,0 207,8 208,2 197,4 202,0 206,9 207,3 206,4 205,6 205,80 3,57 1,7
300 291,2 293,2 290,9 295,5 290,1 293,7 295,6 293,3 293,2 292,8 294,6 293,10 1,78 0,6

Valor de CV na reprod = 16%
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7.7- Exatidao:

conc. (mg/Kg) Matriz 1 Matriz 2 Matriz 3 Matriz4 Matriz5 Matriz6 Média Mat. CV (%) Variag8o da rec

12,5 84,4 56,5 58,2 47,3 54,8 62,5 66,4 19,1 47%-84%
25,0 93,5 86,0 86,9 84,0 89,5 88,8 4,1 84%-93%
50,0 101,4 101,9 102,1 97,8 99,6 103,5 101,8 2,0 97,8%-103,5%
100,0 105,5 110,4 107,2 107,2 110,7 105,4 107,7 2,2 105,4%-110,7%
200,0 98,7 101,0 103,5 103,7 103,2 102,8 101,1 1,9 98,7%-103,7%
300,0 98,5 97,8 97,7 97,6 98,2 98,1 0,4 97%-98%

7.8- Robustez:

FV GL QM

Nivel (N) 2 243285.5

Método (M) 1 4.630.624

Peso (P) 1 6.494.093

N x M 2 12.9317%

NxP 2 6.498.040

Mx P 1 4.054.930

Erro 26 2.613.400

Coeficiente de variagdo = 0,919
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