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RESUMO

A validagéo tem por objetivo assegurar que o método analitico é adegquado ao que se propde quantificar
e pode ser realizada por estudos interlaboratoriais ou intralaboratoriais. A exatiddo € um dos principais
fatores a serem estabel ecidos navalidagéo, podendo ser avaliada com o uso de materiais dereferéncia
Os métodos espectrof otométri cos sdo os mais utilizados na quantificagdo do aminoécido hidroxiprolina
na rotina de andlise de tecido colageno devido a precisdo, simplicidade, baixo custo e rapidez. Este
trabalho teve por objetivo validar intral aboratorial mente ametodol ogia espectrof otométrica oficial da
AOAC (Association of Official Analytical Chemists) para quantificagdo do aminoacido hidroxiprolina
utilizando amostras de conservas de carne de estudo interlaboratorial FAPAS/MAFF/UK (Food
Analysis Performance Assessment Scheme / Ministry of Agriculture, Fishries and Food / United
Kingdom) como material dereferéncia. A curvade padronizacédo apresentou linearidade (r=0,9991) na
faixautilizada. O método revelou limite de quantificacdo de hidroxiprolinanaaliquota de andlise de
0,030 wg/mL com desvio padréo relativo de 6,5% e naamostra0,0075g/100g. Astaxas de recuperacao
variaram de 90 a 95% determinadas em 3 niveis de concentragcdo da amostra FAPAS fortificada. As
taxas de repetitividade obtiveram CV (coeficiente de variacdo) inferiores a4%. A participagdo em nove
séries do programa interlaboratorial de proficiéncia FAPAS/MAFF/UK no periodo de 1997 a 2003
revel ou boa exatidéo com resultados sati sfatérios em 89% das analises. A metodol ogia apresentou-se
eficiente quando aplicada a conservas de carne, podendo ser considerada validada
intral aboratorialmente.

Palavras-Chave. validagao, hidroxiprolina, método espectrof otométrico, determinagdo quantitativa,
colageno, conserva de carne.

ABSTRACT

The purpose of validation approach isto assure the adequacy of an analytical method, and it may be
performed by either inter - or intralaboratory studies. Accuracy is one of the main factors in the
validation process, and it may be evaluated by employing reference samples. For hydroxyproline
determination of collagen routine analysis, spectrophotometry methods are used due to the precision,
accuracy, simplicity, low cost and rapidity. The present investigation aimed at the intralaboratory
validation of the official AOAC (Association of Official Analytical Chemists) spectrophotometric
determination of hydroxyproline in canned meat employing the FAPAS/MAFF/UK (Food Analysis
Performance Assessment Scheme/ Ministry of Agriculture, Fishries and Food / United Kingdom) as
reference material. The calibration curve showed linearity (r=0.9991) in the applied concentration
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interval. The method reveal ed quantification limit of 0.030ug/mL with relative standard deviation of
6.5%, and 0.0075g/100g for the sample. The recovery rates were of 90-95% for three spiked
concentrations FAPAS samples. The repeatability rates displayed the CV (variation coefficient) below
4%. Participation in nine series of interlaboratory FAPAS/MAFF proficiency program, during the
period between 1997 and 2003, reveal ed satisfactory resultsin 89% of evaluations. The method was
considered efficient for canned meat analyses, and it may therefore be considered asintralaboratorially

validated.

Key Words. validation, hydroxyproline, spectrophotometric method, quantitative determination,

collagen, canned meat

INTRODUCAO

Com a implantacéo dos Programas de Qualidade nos
Institutos de Pesqguisa, tornou-se necessario a participagao
em programas interlaboratoriais e a validagdo de métodos
analiticos. Através desses programas € possivel auto-avaliar,
comparar resultados obtidos usando diferentes técnicas
analiticas, testar metodologias, avaliar o desempenho do
laboratorio e obter materiais de referénciacertificados. O “ Food
Analysis Performance Assessment Scheme (FAPAS) - CSL
Food Science Laboratory — Ministry of Agriculture, Fishries
and Food (MAFF), UK” tem sido o programainterlaboratorial
de andlise de alimentos mais utilizado no Reino Unido e em
vaérios paises do mundo®. Segundo o FAPAS?, com afinalizacdo
dos resultados, tendo-se estabelecido a concentracdo do
analito, as amostras excedentes podem ser utilizadas como
material “ quase-referéncia’, damesmamaneiraque osmateriais
dereferénciacertificados (CRMs). Materiais de teste FAPAS
nao sdo CRMs porém, como materiais certificados naérea de
alimentos sdo escassos, muitas vezes poderado ser a Uinicafonte
dereferénciadisponivel®.

O laboratério, ao empregar métodos de ensaios quimicos
emitidos por organismos de normalizacéo, organizactes
reconhecidas nasua area de atuacdo ou publicadosem livros e/
ou periédicos de grande credibilidade nacomunidade cientifica,
necessita demonstrar que tem condi¢tes de operar de maneira
adequada estes métodos, dentro das condicOes especificas
existentes nas suas instalagdes antes de implantéa1os™.

O primeiro passo paraaobtencgéo deresultados anal iticos
confidveis esta na validacdo do método analitico, podendo ser
validado intralaboratorialmente ou interlaboratorialmente. No
préprio laboratério, através de testes de recuperagéo e um ou
dois dos enfoques seguintes, o analistapode validar um método
analitico: @) comparagdo com um método independente; b)
emprego de material de referéncia certificado.
Interlaboratorialmente, a validacdo pode ser obtida através de
um estudo colaborativo envolvendo vérios laboratdrios. Nota-
se que o método escolhido que ja foi objeto de um estudo
colaborativo; ainda assim esta obrigado a ser validado
intralaboratorialmente para provar que pode ser usado no
|aboratorio?.
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Validagdo € um conjunto de operacfes necessarias para
demonstrar que um procedi mento é adequado paraaaplicacéo
pretendida. A validagcdo de um método analitico tem por
objetivo o conhecimento de seu potencial aplicativo e de suas
limitagBes, sendo essencia para a correta interpretacdo dos
resultados obtidos na aplicagcdo do método. O processo de
validacdo tem o objetivo de explicar a repetitividade e a
reprodutibilidade de um método, pela interpretagdo dos
parémetros que definem a exatiddo e a precisdo do mesmo. A
repetitividade € o grau de concordéancia entre os resultados
das andlises individuais quando o procedimento é aplicado
repetidamente a maltiplas analises da mesma amostra
homogénea em idénticas condi¢gdes em curto intervalo de
tempo. A reprodutibilidade difere darepetitividade por utilizar
laboratérios, operadores e equipamentos diferentes, entre
outros.

O processo de validagéo de um teste quantitativo exige
além do conhecimento jamencionado daexatidao e da precisdo,
o conhecimento da especificidade, do limite de quantificacdo e
da linearidade. O limite de deteccdo devera ser estabelecido
somente nas andlises de impurezas e ensai os limite.

Osmétodos de analise devem apresentar especificidade,
pois os alimentos sdo de constituicdo quimica complexa,
podendo seus componentes interferir nos resultados. Um
meétodo que produz resposta paraapenas um analito € chamado
especifico™.

Quando séo realizadas medidas em amostras com
baixos niveis do analito ou de uma propriedade, como, por
exemplo, andlise de tracos, é importante saber qual o menor
valor de concentracdo do analito ou da propriedade que pode
ser detectado pelo método. O termo “limite de detecgao”
ndo é aceito por todos, apesar de ser usado em alguns
documentos setoriais. O limite de detecgdo do equipamento
(LDE) édefinido como aconcentracdo do analito que produz
um sinal de trés a cinco vezes a razao sinal/ruido do
equipamento. O limite de deteccdo do método (LDM) é
definido como a concentragdo minima de uma substancia
medida e declarada com 95% ou 99% de confianca de que a
concentragcdo do analito € maior que zero. O LDM é
determinado através de andlise completa de uma dada matriz
contendo o analito™.
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Para qual quer método quantitativo, existe umafaixade
concentracBes do analito ou valores da propriedade na qual o
método pode ser aplicado. No limite inferior da faixa de
concentracdo, os fatores limitantes sdo os valores dos limites
de deteccéo e de quantificacgo. No limite superior, os fatores
limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento
demedicao. A faixalinear detrabalho deum método deensaio é
o intervalo entre os niveis inferior e superior de concentragéo
do analito no qual foi demonstrado ser possivel adeterminacéo
com precisdo, exatidao e linearidade exigidas, sob as condi¢des
especificadas para 0 ensaio'.

Linearidade é ahabilidade das respostas analiticas serem
diretamente proporcionais as concentracGes das substancias
em estudo'®. A faixa linear é definida como a faixa de
concentragBes na qual a sensibilidade pode ser considerada
constante. O limite inferior deve ser igual ou maior do que o
limite de deteccdo do método. As etapas de diluicdo e
concentrac8o devem ser praticadas sem o risco de introduzir
erros sisteméticos (bias). A linearidade da curva de calibracéo
pode ser calculada a partir da equagdo da regressdo linear,
determinada pel o método dos minimos quadrados. O coeficiente
de correlacdo linear (r) é freqlientemente usado paraindicar o
quanto pode ser considerada adequada a reta como modelo
matematico. Um valor maior que 0,90 &, usualmente, requerido.
O método pode ser considerado livre de tendéncias (unbiased)
se o corredor de confiangadaretaderegresséo linear contiver a
origem*.

Os valores da curva analitica ndo devem apresentar
valores aberrantes e devem apresentar homoscedasticidade.
Homoscedasti ci dade ou heteroscedasticidade é aindependéncia
ou dependéncia da variancia das respostas com as
concentragBes do analito. Seo valor damaior varianciadividido
pelo somatdrio das variancias for menor que o tabelado de
Cochran, o método é homoscedastico, e, portanto, a curva
analitica pode ser construida pelo método dos minimos
guadrados normaist.

O limite de quantificagdo € amaisbaixaconcentracao do
analito em exame que pode ser quantificada com limite de
confiabilidade aceitével utilizando um determinado procedimento
experimental®. Pode ser considerado como sendo aconcentracao
do analito correspondente ao valor dameédia do branco mais 5,
6 ou 10 desvios-padréo. Algumas vezes é também denominado
“limite dedeterminagdo” . Naprética, corresponde normal mente
a0 padréo de calibragdo de menor concentracéo (excluindo o
branco). Estelimite, apdster sido determinado, deve ser testado
para averiguar se as exatiddo e precisdo conseguidas séo
satisfatorias.

Exatiddo do método é definida como sendo a
concordanciadosvaloresexperimentaiscom o valor dereferéncia
aceito como convencionalmente verdadeiro!. Os processos
normal mente utilizados para avaliar a exatiddo de um método
s80, entre outros: uso de materiais de referéncia, participacdo
em comparagOes interlaboratoriais e realizagdo de ensaios de
recuperacao’. A taxade recuperacdo é definidacomo arelacéo

entre o resultado experimental obtido depois daanalise de uma
amostra fortificada com uma quantidade conhecida do analito
(spike), e o valor tedrico destaquantidade fortificada'. O analito
deve ser adicionado a amostra em pelo menos trés diferentes
concentracfes'. A faixade variagdo de recuperagdo aceitavel é
de70a110% edeve ser expressaparacadanivel de concentracdo
estudado®.

A presencadahidroxiprolinano colégeno, representando
aproximadamente 14% do mesmo, € umacaracteristicaparticular
da proteina porgue este aminoacido ocorre somente em poucas
proteinas, a saber, elastina (1,6%), € em menor extensdo na
proteinado complemento do soro (C1q), eem algumas proteinas
vegetais®. Por causa desta composi¢do incomum, € grande o
interesse no desenvolvimento de métodos acurados na
quantificacdo deste aminoéacido, que permite quantificar
indiretamente o teor de colageno.

Segundo aAOAC?, ahidroxiprolinaé quantitativamente
determinada como medida do material colagenoso em carne e
produtos carneos. O tecido conjuntivo colagenoso contém 12,5%
de hidroxiprolina quando o fator de conversio de nitrogénio a
proteina6,25 é utilizado, ou 14% quando o fator €5,55.

A deteccdo e adeterminagéo acuradade hidroxiprolinaé
um requerimento essencial paraaciénciaetecnologiade carnes
que busca explicar a verdadeira contribuicéo do colageno para
aestruturae qualidade dacarne. Em geral, acarne com elevada
propor¢&o detecido conjuntivo é consideradade baixaqualidade,
devido a reducédo da sua maciez e valor nutriciona®, estando
grande parte dos aminoacidos essenciais em proporgao
acentuadamente reduzida, e o triptofano comumente ausente®.
O tecndlogo de alimentos também requer técnicas analiticas
confiaveisparaauxiliar no controle de qualidade de um produto
uniforme, que também estejade acordo com alegislagcdo vigente
guanto a sua composicao. Dependendo da natureza da
investigagdo e da amostra, ha vérios métodos para a deteccéo
de proteinas colagenosas do tecido conjuntivo e quantificagdo
do aminoéacido hidroxiprolina, a saber: a) espectrometria de
ressonancia magnética nuclear'’, b) técnica ELISA para a
determinacdo dos véarios componentes do tecido conjuntivo’;
c) métodos histoquimicos®®*%, d) cromatografia em fase
gasosacom detector de massal®, e) cromatografialiquidadealta
eficiéncia?; T) espectroscopiade transmissao no infravermelho
proximo* g) andlise de aminoacidos!??1282 e h)
espectrofotometria ou colorimetrial*16182022_ Alguns dos
métodos citados podem ser to bons quanto os colorimétricos,
contudo muitos deles necessitam operadores e equipamentos
especializados resultando custo elevado, ndo sendo apropriados
para um grande nimero de amostras’.

Na determinagéo espectrofotométrica da concentragao
de hidroxiprolina, aamostraéinicialmente hidrolisadacom écido
para liberar a hidroxiprolina da ligagao peptidica. Isto é
geramentea cangado com H,SO, 3,5M a105°C por 16hemtubos
fechados ou com HCl 6M a 110°C por 8-24h sob refluxo. O
aminoacido livre é determinado colorimetricamente apos
oxidacdo a pirrol (Figura 1) e reacdo com 4-
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Figura 1. Mecanismo proposto para a oxidacdo da hidroxiprolina a pirrol. Hidroxiprolina (1) é oxidada inicialmente a &cido o.-ceto-y-hidroxi-3-
aminovalérico linear (I1), o qual est4d em equilibrio com a estrutura ciclica de &cido A’-pirrolina-4-hidroxi-2-carboxilico (111). A perda da molécula
de &gua resulta uma estrutura instavel (1V) a qual, espontaneamente, através de rearranjo, resulta em acido pirrol-2-carboxilico (V). A etapa final de

descarboxilagdo a pirrol (V1) ocorre durante o agquecimento ap6s a adi¢do do reagente cromogénico, 4-dimetilaminobenzaldeido’.

dimetilaminobenzaldeido (reagente de Ehrlich) resultando um
composto de coloragdo vermelho-plrpura. A cloramina T é
atualmente o agente oxidante preferido naformagdo do pirrol.

Na existéncia de uma legidacdo que estabeleca teores
maximos de proteinado tecido conjuntivo colagenoso em carnes
e produtos carneos, o teor de colégeno deve ser determinado
com seguranca, havendo a necessidade de métodos de andlise
derotinaque sgjam simples, confidvei se suficientemente rapidos.

No Brasil, a validagdo dos métodos analiticos tem sido
uma preocupacdo dos pesquisadores, mas desconhecem-se
relatos sobre a validagdo de métodos para a quantificacdo do
aminoécido hidroxiprolina.

O objetivo do presente trabalho foi validar
intral aboratorialmente o procedimento de analise quantitativa
na determinacdo do aminoécido hidroxiprolinasegundo método
espectrofotométrico oficial preconizado pelaAOAC?, utilizando
amostras de conservas de carne de estudo interlaboratorial
FAPAS'MAFF/UK.

MATERIAL E METODOS

Material
Amostras

Para a validagdo do método utilizaram-se amostras de
conservas de carne esterilizadas (Figura 2) de estudo
interlaboratorial FAPAS/MAFF/UK. As amostras denominadas
“canned meat test material” foram analisadas quanto aos teores
de hidroxiprolina, no periodo de 1997 a 2003, correspondendo
essas andlises a participacdo do Laboratorio em 9 séries
(“Rounds’) do programa interlaboratorial. De acordo com os
procedimentos do FAPAS, o material teste constituiu-se de
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porcentagensvariaveisde carne suina, toucinho, farinhaderosca,
aguae sa que foram homogeneizados em “ cutter”, envasados a
vacuo em latas cilindricas de aproximadamente 150g e
autoclavados aum tempo de esterilizaggo (F,) pré-estabel ecido.

Padréo

Foi preparada uma solugéo padréo de hidroxiprolinaem
agua(Merck, parafins bioquimicos) naconcentragéo de 839ug/
mL, por pesagem diretade 0,1678g em 200mL de &guadestilada.

Reagentes

Os solventes orgéanicos n-propanol e 2-propanol
utilizados foram de grau espectrofotométrico; os demais
reagentes utilizados foram de grau purezaanalitica.

Equipamentos

Trabalhou-se com espectrofotémetro ultravioleta e
visivel (HP-8453 gerenciado pelo software UV-VIS
Chemistation), balanca analitica (Bosch SAE200), pHmetro
digital (Hanna HI 93321), banho-maria termostatizado a 60°C
(Fanem - Unitemp).

Meétodos
Procedimento de analise quantitativa

A determinacdo da hidroxiprolina seguiu metodologia
preconizada pelaAOAC? e estabel ecidapor DellaTorre et al .,
ondeaamostra(4,00g) foi hidrolisadasob refluxo com 30 mL de
acido cloridrico 6M por 8h a 110°C, filtrada e diluida. A
hidroxiprolinafoi oxidadaapirrol pelacloraminaT em tamp&o
citrato-acetato pH 6,0 (temperatura ambiente, 20 minutos). O
pirrol com o reagente de Ehrlich (4-dimetilaminobenzal deido em
acido perclorico/2-propanol) a 60°C por 15 minutos formaum
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complexo vermel ho-plrpura, que, segundo ametodol ogiacficia,
deve ser medido a 560nm. Neste estudo, o estabel ecimento do
comprimento de ondade maximaabsorcao foi obtido atravésda
varredura espectrofotométrica de uma solugdo padréo de
hidroxiprolina, diluidaa0,030ug/mL, submetidaao procedimento
acima. A quantificacdo das amostras realizou-se pelas
interpolagBes dos resultados de absorbancia colocadas na
equacdo de regressdo linear da reta padréo.

Linearidade

A linearidade foi observada pelo gréfico dos resultados
dos ensaios em funcéo da concentracéo do analito e calculada
apartir daequacéo daregressdo linear, determinada pel o método
dos minimos quadrados. A linearidade foi determinada pelo
coeficiente de correlacdo (r) da curva analitica, das solugdes
padrdo de hidroxiprolina, tratadas pelo procedimento,
distribuidas uniformemente no interval o de trabal ho™.

Limite de Quantificagéo

O limitede quantificacdo foi estabel ecido como o padréo
de calibracdo da curva analitica de menor concentracéo
(excluindo o branco) medido de forma quantitativa com nivel
aceitavel de precisdo e exatidao™.

Sensibilidade

A sensibilidadefoi determinadasimultaneamente ao teste
de linearidade e expressa pelo coeficiente angular da curvade
calibragéo, sendo dependente danaturezado analito edatécnica
de deteccao™.

Recuperacéo

A amostra de conserva de carne obtida em estudo
interlaboratorial FAPAS/IMAFF (“Round 25”) foi previamente
avaliada para o teor do aminoacido hidroxiprolina. Ostestes
de recuperacéo foram realizados com aadicéo de 5, 10 e 20

Figura 2. Amostra de conserva de carne para estudo de controle
interlaboratorial FAPAS na quantificagdo de hidroxiprolina

mL de solugdo padréo de hidroxiprolina ha concentragéo de
839 ug/mL aamostraFAPAS, em triplicata, afim de se obter
os niveis de concentracdo de hidroxiprolina na aliquota de
analise de 0,280 (metade da concentracdo determinada da
amostra de conserva FAPAS); 0,559 (igual) e 1,119 ug/mL
(dobro). A recuperacdo foi calculada pela relacéo entre a
concentragdo determinada e a tedrica (adicionada no inicio
do procedimento) apés seguir o procedimento analitico
completot.

Precisdo
Repetitividade

O estudo da repetitividade abrangeu a determinacéo de
hidroxiprolinade amostras de conservacéarnea(FAPAS, “ Round”
25), adicionadas de padr&o hidroxiprolina (839ug/mL) nostrés
niveis de concentracdo (dobro, igual e metade da concentracéo
esperada), em triplicata. A repetitividade foi expressa pela
dispersdo dos resultados entre as replicatas nos niveis de
concentracdo de adicdo do padréo, através do coeficiente de
variagdo (%CV). Asdeterminagdesforam realizadas no mesmo
diaecom o mesmo analista’.

Exatid&o

A exatiddo do procedimento analitico de quantificagcédo
dehidroxiprolinafoi expresso pelo valor-z, representando grau
de concordancia entre os resultados laboratoriais individuais
encontrados e os valores aceitos como referéncia nos estudos
de andlise de controle interlaboratorial FAPAS/MAFF/UK
(resultados FAPAS), no periodo de 1997 a2003.

Tratamento estatistico dos dados
Determinacdo de valores aberrantes

Na verificagdo se 0 menor e/ou maior valor era
aberrante ou se ndo fazia parte da populacéo de valores
gerados durante as etapas de validagédo do método, utilizou-

y =0,3917x + 0,0182
r=0,9991
1,20
—~ 1,00 -
£
c
2 0,80
©e
3 0,60 -
[=
«C
£ 040
(7]
-1
< 0,20
0,00 \ ‘ : : ‘
0,00 050 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Concentragéo hidroxiprolina (ug/mL)

Figura 3. Curva analitica de determinacdo do aminoacido
hidroxiprolina
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Tabela 1. Resultados da andlise das solugGes padréo de hidroxiprolina segundo método espectrofotométrico AOAC2.

Solugédo padréo Absorbancia (559nm) DP CV(%) Variancia
Hidroxiprolina* (ug/mL)

0,030 0,014 0,001 65 0,0000009

0,604 0,268 0,003 12 0,0000096

1,359 0,558 0,015 27 0,0002260

1,963 0,794 0,010 12 0,0000940

2,718 1,071 0,014 13 0,0001930

* Analisesrealizadas em quadruplicata

DP = desvio padréo

CV=coeficiente de variacdo

Tabela 2. Taxas de recuperacdo dos padrdes de hidroxiprolina adicionados em amostras de conserva de carne FAPAS.

Niveis Concentracdo Concentracdo Concentracdo DP  Recuperacd0 Recuperacdo DP  CV(%)
(aliquota) (aliquota) média (%) média (%)
adicionada* determinada determinada
(ug/mL) (ug/ml) (ug/ml)
I 0,28 027 026 001 %4 P29 36 39
025 893
026 P9
Il 056 053 053 001 A6 A6 18 19
052 238
04 %4
1] 112 101 101 001 20,2 05 05 06
102 911
101 902

* Analisesrealizadas em triplicata

DP = desvio padréo

CV = coeficiente de variacdo

Tabela 3. Resultados das parti cipaces no controle interlaboratorial FAPAS

N Ano “Round” Resultado Resultado Vdorz
[aboratorio* (%) FAPAS(%)
1 1997 18 0,073 0,067 03
2 1998 2 0,165 0,168 01
3 1998 2 0,176 0,166 02
4 1999 :3) 0,209 0,198 02
5 2000 27 0,216 0,203 02
6 2001 0 0,112 0135 -0,7
7 2002 Y 0177 0,202 -05
8 2002 A 0,181 0,187 -05
9 2003 <) 0114 0,133 22

*Andlisesreaizadasem triplicata

se o teste de Grubbs para o nivel de significanciade 0,05. O y = média dos valores obtidos
valor y, foi considerado aberrante quando G calculado era
maior ao tabelado em funcéo do nimero de replicatas (n),

conforme a equagao*:

Onde:

G=(y,y)is

y, = valor suspeito de ser aberrante
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s= desvio padréo dos valores obtidos
Vaorestabelados: n=3, G, =1,15; =4, G =1,48,n=5,G =1,72

Homoscedasticidade/heteroscedasticidade

A homoscedasticidade foi avaliada através do método
de Cochrant, em quadruplicataparaos5 pontosdacurvaanalitica
(0,030—-2,718 ug/mL), calculando-se as variancias dasrespostas
de absorbéancia de cada ponto de concentragdo, dividindo-se a
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maior variancia (S?) pela somatéria das variancias (XS e
comparacdo do valor obtido com o valor tabelado, segundo a
formulac, =S . /XS

maior

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificagdo de hidroxiprolina segundo método
AOAC?, aplicando-se o procedimento a um padréo diluido,
revelou um pico méximo de absorbancia no comprimento de
onda de 559nm. Na Tabela 1 estéo apresentados os resultados
de absorbancia, desvio-padréo (DP), coeficiente de variagdo
(CV) e variancia obtidos na andlise das solugtes padréo de
hidroxiprolinaparaas cinco diferentes concentragoes, utilizadas
na elaboracdo dacurvaanalitica.

A determinacdo da homoscedasticidade /
heteroscedasticidade verificada através do método de Cochran
(c, =% .,/ 2S) revelouc_, igua a0,525 para os resultados
devarianciaestabelecidanaTabelal. Comoc_, émenor quec,,
(0,684 para 5 pontos) concluiu-se que o método é
homoscedastico. Como o critério de homoscedasticidade foi
cumprido, acurvade calibragdo foi calculada pelo método dos
guadrados minimos, revelando a equagdo da reta
y=0,3917x+0,0182 e coeficiente de correlaco (r) igual a0,9991
(Figura3). Destaformaficaestabel ecido alinearidade dacurva
analitica pela proximidade de r ao valor 1 e a sensibilidade de
0,3917 mL pg? expressa pelainclinacdo da curvade regressdo
linear (coeficienteangular dareta).

O limite de quantificag&o de hidroxiprolina na aliquota
deandliseficou definido como 0,030 ug/mL com desvio padréo
relativo de 6,5% (Tabela 1) ede 0,0075g/100g de hidroxiprolina
naamostra. A curvaanaliticaabrangeu de 0,030 ug/mL a2,718
png/mL de hidroxiprolina, limite superior com desvio padréo
relativo de 1,3%.

As taxas de recuperacéo de hidroxiprolina das amostras
de conservasde carne FAPAS adicionadas de padrdo em 3 niveis
de concentracdo, foram calculadas pela relacdo entre a
concentragdo médiadeterminada e aconcentragdio médiatedrica
(adicionada) para cada nivel de concentracdo estudado (Tabela
2). Osresultadosrevelaram astaxas de recuperacdo de 92,9, 94,6
e 90,5%, respectivamente, para as concentragOes finais tedricas
metade, igual e dobro. A recuperacdo média de 92,7%, embora
ligeiramente inferior a 96,1%, obtida no estudo colaborativo de
Kolar®, mostra-se dentro do intervalo aceito 70 — 110%'. A
repetitividade expressa pela dispersdo dos resultados entre
replicatas através do coeficiente de variacdo, revelou vaores de
CV inferioresa3,9%. N&o houve suspeitasde val ores aberrantes.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados dos
ensai os de exatidéo realizados com nove amostras de conservas
de carnes de estudos interlaboratoriais de proficiéncia FAPAS/
MAFF/UK, no periodo de 1997 a 2003. No relatério final que
retornou aos laboratérios participantes, ficou estabelecido o
valor-z (“z-score”) daandlise paracadalaboratério, onde z=(x-
X)/o; x=concentracdo do analito determinada, X =concentracdo

verdadeirado analito, c=desvio-padr&o parao valor x, podendo-
se considerar o resultado satisfatério se [z]<2, questionavel
quando 2<[z]<3 einsatisfatorio se[z]>3. Osvalores-z variaram
de—2,2 a0,3 no periodo avaliado. Pode-se considerar que 89%
(8 em 9) dos resultados foram satisfatérios, por apresentarem
valoresde[z] menor que 2. Somente 11% (1 em 9) dosresultados
revelaram [z] entre 2 e 3, podendo ser considerados
questionaveis. N&o houve resultado insatisfatorio ([z]>3). O
controle de qualidade do método no laboratério esta sendo
verificado anualmente pelaintroducdo de amostrade referéncia
FAPAS paraandlise.

CONCLUSAO

O método espectrofotométrico preconizado pela AOAC
para quantificagdo de aminoacido hidroxiproling, através da
hidrolise &cidadas proteinas, oxidacdo com cloraminaT ereacdo
colorimeétricacom reagente de Ehrlich (4-dimetilaminobenzal deido),
foi confirmado ser simples na operacéo, rapido, adequado para
um grande nimero de amostras, revelando elevada exatidéo e
precisdo em matriz complexacomo conservasde carne.
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