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RESUMO

A manteiga, produto rico em gordura saturada de origem animal, possui uma enorme
relevancia no nicho de leite e derivados. E um produto que possui além da fraco lipidica,
vitaminas (A, B e D), sais minerais e uma pequena parcela de proteinas e lactose. E um alimento
consumido no mundo todo e somente no Brasil, no ano de 2021, foi produzido um montante
de 82 mil toneladas. Assim, no intuito de regulamentar a identidade e a qualidade dos produtos
lacteos, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), instituiu uma portaria
para avaliar, dentre outros parametros, o indice de peréxido em manteigas. Esta analise tem
por finalidade indicar o nivel de oxidagdo do alimento e a presencga desse composto organico,
em valores acima de 1 miliequivalente (mEqQ) por quilograma (kg) de matéria gorda, constitui,
nesse caso, uma fraude sanitaria. Este trabalho tem por objetivo garantir a confiabilidade dos
resultados do indice de peroxido em manteigas comerciais, emitidos pelo Laboratério Federal
de Defesa Agropecudria em Pernambuco (LFDA-PE). A metodologia analitica para
determinacéo do referido indice utiliza a titulometria indireta de oxirreducdo (iodometria), cujo
procedimento ¢é descrito nos metodos oficiais de anélise da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) sob o0 n° 965.33. Para garantia da qualidade dos resultados, a metodologia
foi validada, conforme exigéncias do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) e do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Para tanto,
foram estudados os pardmetros de validacéo analitica: precisdo, limite de quantificacdo (LQ),
faixa de trabalho (faixa de aplicacdo do método), além da estimativa de incerteza de medicao.
Os resultados de repetibilidade foram estudados em dois niveis de concentracgdo e o de precisdo
intermediaria em um terceiro nivel. Estes dados foram dispostos em tabelas e avaliados a partir
do coeficiente de variagdo (CV), utilizando como critério de aceitagdo um valor de CV < 20%,
preconizado pelo Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA. Para a estimativa de
incerteza de medicéo, inicialmente, as fontes de incerteza foram identificadas e inseridas na
ferramenta da qualidade diagrama de Ishikawa e posteriormente, calculadas e combinadas. Para
a precisdo em condicGes de repetibilidade foram obtidos: nivel 1, CV = 9,69%; nivel 2, CV =
7,55% e para a precisdo intermediaria, no nivel 3, CV = 4,86%. O teste de Grubbs foi aplicado
e resultou na auséncia de outliers em todos os conjuntos de dados estudados. O LQ para o
método foi de 0,55 e o valor maximo obtido foi de 11,47 mEq de O..kg™, sendo, portanto, a
faixa de aplicacdo do método. Por fim, obteve-se uma estimativa de incerteza expandida de
0,36 mEq de O..kg™ para o valor de concentragdo de 0,59 mEq de O..kg™, estando de acordo
com o critério de aceitagdo interno do laboratorio.

Palavras-chave: indice de peroxido. lodometria. Manteiga. Validagdo de metodologia.



ABSTRACT

Butter, a product rich in saturated fat of animal origin, has enormous relevance in the
niche of milk and dairy products. It is a product that has, in addition to the lipid fraction,
vitamins (A, B and D), mineral salts and a small portion of proteins and lactose. It is a food
consumed worldwide and in Brazil alone, in 2021, an amount of 82 thousand tons was
produced. Thus, in order to regulate the identity and quality of dairy products, the Ministry of
Agriculture, Livestock and Supply (MAPA) instituted an ordinance to assess, among other
parameters, the peroxide index in butters. This analysis aims to indicate the level of oxidation
of the food and the presence of this organic compound, in values above 1 milliequivalent (mEQ)
per kilogram (kg) of fat, constitutes, in this case, a sanitary fraud. This work aims to guarantee
the reliability of the results of the peroxide index in commercial butters, issued by the Federal
Laboratory of Agricultural Defense in Pernambuco (LFDA-PE). The analytical methodology
for determining this index uses indirect redox titration (iodometry), whose procedure is
described in the official methods of analysis of the Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) under No. 965.33. To guarantee the quality of the results, the methodology was
validated, as required by the National Institute of Metrology, Quality and Technology
(INMETRO) and the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA). For that, the
analytical validation parameters were studied: precision, quantification limit (LQ), working
range (method application range), in addition to the estimation of measurement uncertainty.
Repeatability results were studied at two levels of concentration and intermediate precision at
a third level. These data were arranged in tables and evaluated based on the coefficient of
variation (CV), using as an acceptance criterion a value of CV < 20%, recommended by
MAPA's Analytical Quality Assurance Manual. For the estimation of measurement
uncertainty, initially, the sources of uncertainty were identified and inserted in the Ishikawa
diagram quality tool and later, calculated and combined. For precision under repeatability
conditions, the following were obtained: level 1, CV = 9.69%; level 2, CV = 7.55% and for
intermediate precision, at level 3, CV = 4.86%. The Grubbs test was applied and resulted in the
absence of outliers in all datasets studied. The LQ for the method was 0.55 and the maximum
value obtained was 11.47 mEq of O..kg™, being, therefore, the range of application of the
method. Finally, an expanded uncertainty estimate of 0.36 mEq of O2.kg™* was obtained for the
concentration value of 0.59 mEq of O2.kg?, in accordance with the laboratory's internal
acceptance criteria.

Keywords: Peroxide index. lodometry. Butter. Methodology validation.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, desde o periodo colonial, existia uma grande preocupacao dos governantes
com o abastecimento de produtos alimenticios. No século XX, por intermédio de lutas travadas
pelos movimentos sociais contra a carestia ou, mais conhecido como, Movimento Custo de
Vida (MCV). Este mobilizou milhares de pessoas para protestar contra o preco dos alimentos e
demais produtos essenciais. Com ele, a questdo alimentar ganhou maior notoriedade e se
encaminhou para se tornar uma politica publica. Em 1985, o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) do primeiro governo civil, langa a Politica Nacional de Seguranca
Alimentar, que visava promover a garantia ao acesso fisico e econémico aos alimentos e em
quantidades suficientes (KLIASS, 2022; BELIK, 2012).

O direito a uma alimentacdo saudavel, balanceada, regular e adequada se estabelece
como uma pratica basilar para a existéncia humana. Para atender esses requisitos as
necessidades biologicas e sociais do individuo devem ser priorizadas, bem como as
especificidades alimentares que este necessita. O equilibrio entre a variabilidade nutricional,
moderacdo e prazer no ato de se alimentar constituem pilares basicos do referido direito
(BRASIL, 2014).

Especialmente no Brasil, um dos alimentos que mais contribuem para a manutencao de
uma dieta saudavel e nutritiva, é o leite. Este produto complexo contém diversas substancias
que estdo em solucdo, suspensao ou emulsdo em agua, como proteinas, carboidratos, gorduras
e vitaminas lipossoltveis. O Brasil, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), produziu mais de 34 bilhdes de litros de leite no ano de 2019, abrangendo
quase todos o0s municipios brasileiros e com predomindncia em pequenas e médias
propriedades. A producgdo se concentra, em sua maioria, em cinco estados: Minas Gerais,
Parana, Rio Grande do Sul, Goias e Santa Catarina, com cerca de 70% do total da producéo. O
leite e seus derivados se estabelecem no agronegdcio brasileiro em papéis de grande destaque,
uma vez que contribuem para o suprimento de alimentos, bem como para a geracao de emprego
e renda para a populacdo (MAPA, 2022; HOTT; GUIMARAES; WALTER, 2021; VILELA et
al, 2016).

Um importante nome derivado desse nicho alimenticio € a manteiga, amplamente
conhecida por ser um produto rico em gordura saturada e de origem animal. Outrora tida como
“vila do colesterol”, ela tem ganhado notoriedade positiva e, nos tltimos anos, tal afirmacéo
vem sendo desmistificada. A manteiga, quando ingerida moderadamente, tem sido uma
alternativa para aqueles consumidores que buscam uma fonte de gordura natural e mais

saudavel que a margarina, por exemplo. Possuindo um alto teor de gorduras trans, a margarina
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¢ obtida, basicamente, da hidrogenacdo de O&leos vegetais e seu consumo contribui,
comprovadamente, com possiveis elevagdes do colesterol “ruim”, o Low Density Lipoprotein
(LDL) e consequente diminui¢do do colesterol do tipo “bom”, o High Density Lipoprotein
(HDL) (FERREIRA,; SIQUEIRA; STOCK, 2021; CAPRILES; AREAS, 2005).

A manteiga dispGe de uma série de nutrientes fundamentais para o bom funcionamento
do organismo humano, dentre eles estdo as vitaminas do complexo B, como a tiamina, a
riboflavina e a importante vitamina B12 (cobalamina) que atua na formacdo dos glébulos
vermelhos e na sintese do Acido Desoxirribonucleico (DNA). Além disso, a falta dessa vitamina
ou a sua nédo absorcdo pelo organismo pode causar severos quadros de anemia, incluindo a
classificada como perniciosa. A vitamina A tambem estd presente nessa lista e em menores
propor¢des figuram a vitamina D e o acido félico (JOHNSON, 2020; SILVA, 2019).

Visando regulamentar as praticas concernentes a producdo de manteiga no Brasil, o
MAPA instituiu portaria, resolugdo e Instrucdo Normativa (IN), com o0s requisitos da
composigdo, qualidade e identidade da manteiga. Nesses documentos, foram definidas
metodologias analiticas oficiais para determinacdo dos parametros de qualidade, limites
minimos e maximos, unidades de medida aplicaveis, entre outros (BRASIL, 2001; BRASIL;
2000; BRASIL, 1996).

A quantidade de perdxidos em gorduras como a manteiga, € um importante indicador
do nivel de oxidacdo desse alimento. Eles sdo os produtos primarios sensorialmente inertes da
rancidez oxidativa (auto-oxidacao). A determinacdo do indice de perdxido é o meio utilizado
para avaliar a oxidacdo, em que se aplica os principios da iodometria (titulacdo indireta),
utilizando excesso do anion iodeto para formar o iodo molecular e assim reagir com o titulante,
no caso, o tiossulfato de sédio (Na2S203) (JORGE, 2009).

Com o intuito de viabilizar as atividades do Servico de Inspecdo Federal (SIF) para a
manteiga, incluindo outros produtos de origem animal e vegetal, 0 MAPA atua em todo o Brasil,
através de uma rede de Laboratdrios Federais de Defesa Agropecuaria (LFDA) e laboratorios
credenciados, na analise de amostras periciais. O orgao fornece, através de ferramentas da
gualidade e de gestdo, dados técnicos e resultados de analises laboratoriais confiaveis e
rastreaveis. Além disso, a rede LFDA, composta por seis laboratorios distribuidos
estrategicamente em todo o territorio nacional, realiza pesquisa e desenvolvimento de métodos
analiticos, produz e fornece material de referéncia, realiza ensaios interlaboratoriais, além da
validacdo, verificacdo, e/ou confirmacdo de desempenho de metodologias (MAPA, 2022;
BRASIL, 2019a).
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Os laboratérios, ao utilizar métodos de ensaios oriundos de organismos de
normalizacdo, devem comprovar que conseguem emitir resultados analiticos confiaveis. Para
isto, devem fazé-lo através da reproducdo adequada dos referidos métodos, dentro das
condicdes e aparatos operacionais existentes nas suas instalacdes (INMETRO, 2020).

Essa comprovacgédo pode ser obtida por meio da validacdo/verificacdo de desempenho.
Tais etapas envolvem estudos de sucessivos experimentos, organizados e documentados, de
modo a demonstrar que determinado meétodo analitico avaliado é adequado a finalidade
pretendida. Isto €, que suas caracteristicas de desempenho sejam capazes de produzir resultados
que atendam as necessidades do problema analitico (MAPA, 2015; LEITE, 2002).

Diante do exposto, este trabalho tem por objetivo geral realizar a validagdo da
metodologia analitica para determinacdo do indice de peroxido, descrita no método oficial
AOAC n° 965.33 (AOAC, 1969), conforme as condi¢bes operacionais disponiveis no LFDA-
PE para fins de inspecdo de alimentos. Visando alcangar esta proposta, 0s seguintes objetivos
especificos foram elencados:

a) Avaliar os parametros de validacdo da metodologia analitica para estudo
apropriado do método em questdo, tais como: precisao, limite de quantificacao
(LQ) e faixa de trabalho (faixa de aplicacdo do método).

b) Determinar a estimativa de incerteza do método a partir dos resultados dos
parametros de validagéo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MANTEIGA

O leite, matéria-prima para a producdo da manteiga, € um alimento liquido de extrema
importancia nutricional, principalmente no periodo incipiente da vida de todos os mamiferos.
E considerado um alimento completo, uma vez que é composto por proteinas, carboidratos,
vitaminas, minerais e gorduras (lipidios). A fracdo lipidica do leite lhe confere uma cor
amarelada e é composta por triglicerideos, contendo &cidos graxos de diferentes comprimentos
e saturacdo (95,80%); diglicerideos (2,25%); fosfolipidios (1,11%); colesterol (0,46%); &cidos
graxos livres (AGL) (0,28%); monoglicerideos (0,08%); ésteres de colesterol (0,02%) e, por
fim, tracos de hidrocarbonetos (PANCIERI; RIBEIRO, 2021; DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

Manteiga, do latim mantica, corresponde a denominacao dada a bexiga de animal usada
para o transporte em tempos remotos. Tem sua apari¢do por volta de 1400 a.C, nos territorios
da Grécia e Roma, onde acredita-se que a manteiga foi inicialmente utilizada. Nesse periodo,
ela era usada apenas para fins medicinais, como unguento, isto é, na forma de pomada utilizada
para tratar areas inflamadas do corpo. Ela s6 foi utilizada como alimento, de fato, no século
VII, quando seu uso foi disseminado para o norte da Europa, mais precisamente na Noruega
(MAGALHAES; GONDIM NETO, 2016).

Atualmente, a manteiga é um derivado lacteo globalmente apreciado, com a india se
destacando em 2021 como maior produtora mundial, com total de 6,3 milhdes de toneladas
(Figura 1). Na sequéncia, a Unido Europeia e os Estados Unidos da América compdem o pddio
dos maiores produtores mundiais de manteiga. O Brasil figura na 112 posi¢do no ranque, com
uma producdo de 82 mil toneladas (United States Department of Agriculture, 2021).
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Figura 1 - Principais paises produtores de manteiga em 2021.
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Fonte: Adaptado do UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE (2021).

Segundo Nahid et al. (2008), a manteiga é definida como uma emulsdo de dgua em
gordura, em que a 4gua esta presente em aproximadamente 16% sob a forma de pequenas gotas
esféricas ou ovais, impregnadas na fase continua da gordura. Do ponto de vista técnico, ela
pode ser compreendida como um produto gorduroso obtido estritamente da batedura (bategéo)
do creme de leite, separando-se a fase sélida da liquida (leitelho). A etapa posterior € a
malaxagem que visa a retirada desse leitelho formado. Esse processo ocorre devido ao choque
entre os glébulos de gordura diminuirem sua tensdo superficial, e aumentarem sua coesdo,
resultando em um produto mais uniforme e com maior rendimento. O creme de leite deve ser
obrigatoriamente pasteurizado, podendo ter ou ndo modificacdo bioldgica, bem como ser
oriundo exclusivamente do leite de vaca (VENQUIARUTO et al. 2013; BRASIL, 1996).

2.1.1 Processo produtivo da manteiga

A produgdo da manteiga se estabelece como uma das formas mais antigas de
preservacdo da fracdo gordurosa do leite. Acredita-se que ela foi criada por acidente, quando
uma porcao de leite teria sido deixada e/ou esquecida em repouso, por um periodo suficiente
para que fosse observada a formagdo de uma nata, e que ao ser batida, uma pasta de textura
cremosa e agradavel ao paladar era obtida (MASSA MADRE, 2018).



22

Ateé o final do século XIX, a manteiga era produzida de forma artesanal, principalmente
nas fazendas, onde o desnate era feito através de agitacdo dentro de um barril. Posteriormente,
passou-se a utilizar um invento de um cervejeiro bavaro, cujo principio era o da conhecida
centrifuga. O marco industrial do processo produtivo ocorreu em 1871, em lowa, nos Estados
Unidos da América, onde a primeira fabrica foi construida (HETTINGA; NGUYEN;
SHAHIDI, 2020).

A producdo de manteiga no Brasil é regulamentada pelo MAPA, cujo processo
produtivo, de forma genérica, desde a obtencdo do creme de leite até a embalagem e

armazenamento, se encontra descrito na Figura 2.

Figura 2 - Fluxograma de producdo da manteiga.
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Fonte: Adaptado de SILVA (1996).

2.1.2 Classificacdo das manteigas comerciais

Segundo a Portaria n® 146, de 07 de marco de 1996 a manteiga pode ser classificada
quanto a matéria-prima em duas categorias: “manteiga extra” e “primeira qualidade”. Para estas
manteigas, o creme pasteurizado do leite de vaca é um ingrediente obrigatério, enquanto o uso
do cloreto de sodio e de fermento lactico pode ser opcional. E facultado ainda, aos produtores,
a adicdo de ingredientes como: corantes, descorantes e coadjuvantes, desde que respeitado o
que esteja estabelecido no respectivo regulamento técnico aplicavel (BRASIL, 1996). A Tabela

1 retine os parametros de qualidade pertinentes as referidas manteigas.
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Tabela 1 - Pardmetros minimos de qualidade.

Requisitos Limite
Matéria gorda Minimo. 82 % (m/m) *
Umidade Méaximo. 16 % (m/m)
Extrato seco desengordurado Méaximo. 2 % (m/m)
Acidez na gordura Méaximo. 3 mmol/100g de mat. gorda
indice de peroxido Maximo. 1 mEq de peroxido/kg de
mat. gorda

(*) No caso de manteiga salgada a percentagem de matéria gorda ndo podera ser inferior a 80%.
Fonte: adaptado de BRASIL (1996).

Outra classificacdo para a manteiga do creme de leite pasteurizado é disposta na
Instrucdo normativa n° 30, de 26 de junho de 2001 do MAPA, em que o produto gorduroso,
comumente denominado de manteiga de garrafa, possui consisténcia liquida ou pastosa e é
produzido por eliminacdo quase total da &gua (méximo de 0,3 g de umidade/100g de amostra).
Este tipo de manteiga pode ser vendido como “manteiga de garrafa”; “manteiga da terra” ou
“manteiga do sertdo”, com ou sem adicao de sal, devendo estar especificado de forma clara no
rétulo (BRASIL, 2001).

Por fim, segundo a resolucéo n° 4, de 28 de junho de 2000 do MAPA, tem-se a manteiga
denominada do tipo “comum”, que pode ser obtida tanto a partir do creme de leite pasteurizado
quanto do desnate do leite acido ou do soro, em geral, advindo da fabricacdo de queijos.
Entretanto, para utilizar algum desses Gltimos tipos de matéria-prima (menos nobres), deve-se
seguir algumas especificagdes, como uma acidez méxima de 20° Dornic (sem ter sofrido
nenhuma reducdo de acidez titulavel anteriormente ao processo); obtido somente de
estabelecimentos industriais vinculados ao SIF; ser mantido sob refrigeracdo na temperatura
méaxima de 5°C e pelo periodo méximo de 1 dia até 0 momento de sua pasteurizacdo para o

inicio da producdo, entre outros (BRASIL, 2000).
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2.1.3 Composigédo das manteigas

A manteiga é composta majoritariamente da gordura do leite, a qual apresenta alta
concentracdo de &cidos graxos. Entre os demais compostos, estdo a agua, proteinas, vitaminas,
acidos, lactose e cinzas. O sal também pode fazer parte de sua composi¢édo (SILVA, 1996). Em
relacdo aos seus compostos minoritarios, a manteiga contém baixas concentragdes de proteina,
lactose e sais minerais, enquanto um teor consideravel de vitamina A se faz presente em sua
composicdo (SANTOS et al., 2018). Quanto a fracdo lipidica da manteiga, os acidos graxos
saturados representam, aproximadamente, 63% da sua composicdo total, desse percentual o
acido palmitico (Ci6H320>), estrutura apresentada na Figura 3, € 0 que apresenta a maior
concentracdo (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Figura 3 - Estrutura quimica do acido palmitico.

H3C\/\/\/\/\/\/\/\T¢D
OH
Fonte: CHEMSYNTHESIS CHEMICAL DATABASE (2022).

Por outro lado, em relacéo aos acidos graxos insaturados, também presentes na fragdo
lipidica da manteiga, destacam-se o acido oleico (C1sHz402) e o linoleico (C1sH3202). O acido
linoleico conjugado (do inglés Conjugated Linoleic Acid (CLA)), representa um grupo de
isbmeros naturais do acido linoleico e, desde o final dos anos 1970, periodo de seu
descobrimento, ele vem ganhando notoriedade e investimento constante no tocante aos estudos
sobre suas propriedades benéficas a saude. Esse composto se destaca pela sua contribuicéo para
o fortalecimento do sistema imunol6gico, aumento da mineralizacdo dssea e apresentando
também caracteristicas anticarcinogénicas e antidiabéticas (NORNBERG et al., 2022;
NOVACK; FUKE; NORNBERG, 2013).

O teor de acidos graxos insaturados na manteiga esta estritamente relacionado com a
composic¢do do leite utilizado para sua producdo. Por sua vez, este ultimo depende do padréo
de alimentacdo do animal, ou seja, a quantidade de forrageiras (pastagens) verdes que a vaca
consome durante a vida interfere linearmente na proporcdo de CLA. Enquanto se o animal
consome alimentos mais concentrados, como gréos, contendo elevado teor de amido, a
guantidade do CLA diminui. O contedo, em média, desse composto, corresponde a 4,7 mg de
CLA/g de gordura quando utilizada a manteiga como referencial. Nesse caso, o isdmero cis-9,

trans-11, também denominado acido ruménico, é o responsavel por mais de 80% desse total
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(NORNBERG et al., 2022; LUCATTO; BRANDAO; DRUNKLER, 2014; NOVACK; FUKE;
NORNBERG, 2013). A Figura 4 ilustra o acido linoleico e os dois principais isomeros do CLA.

Figura 4 - Estruturas bidimensionais do CLA e Acido linoleico.
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Fonte: Adaptado de CHEMSYNTHESIS CHEMICAL DATABASE (2022).

2.2 PROCESSOS DE DEGRADACAO LIPIDICA

Os processos oxidativos (ou de rancidez) que ocorrem nos lipidios estdo entre 0s mais
frequentes e representam uma das principais causas da reducdo da vida de prateleira dos
alimentos (SOARES et al, 2012). A rancidez caracteriza o tipo de deterioracdo que ocorre nos
alimentos, podendo ser dividida em hidrolitica e oxidativa (JORGE, 2009).

A rancidez hidrolitica pode decorrer da acdo da enzima lipase ou por agente quimico
com a combinacdo de efeitos ambientais como calor e umidade. Esse tipo de decomposicéo das
gorduras promove a formacao de AGL, compostos que dao sabor e odor estranhos aos alimentos
(ARAUJO, 2008).

A rancidez oxidativa tem diversas origens, no entanto, a acdo do oxigénio atmosférico
sobre as insaturacfes dos acidos graxos — mais susceptiveis ao ataque — se configura como a
via mais comum desse processo. Essas reagcdes possuem, na maioria das vezes, efeitos
indesejaveis, uma vez que ocorre a degradacdo das vitaminas e &cidos graxos essenciais,
resultando em perda significativa do valor nutricional. Entretanto, a producéo de sabor e odor
desagradaveis sdo, sobretudo, os piores efeitos gerados, prejudicando a integridade do alimento,
na medida em que se gera compostos potencialmente toxicos (JORGE, 2009; ARAUJO, 2008;
RAMALHO; JORGE, 2006; KIRK, 1984).
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A rancidez oxidativa pode ocorrer pela agdo das enzimas lipoxigenases, que agem sobre
0s &cidos graxos poliinsaturados, catalisando a a¢do do oxigénio na cadeia ou pelo mecanismo
da auto-oxidacdo, que depende da formacéo de radicais livres e € estabelecida como a principal
rota para a degradacdo dos acidos graxos (JORGE, 2009; RAMALHO; JORGE, 2006; BERGE;
HAMILTON, 1995).

2.2.1 Auto-oxidacado

Para que ocorra a formacao dos peroxidos, € necessario que haja a producéo de radical
livre (R+) a partir de um acido graxo insaturado. Esse processo ocorre pela acdo do oxigénio
tripleto na presenca de alguma fonte externa de energia, como o calor, a radiagdo ou reagoes
quimicas que envolvem fons metalicos (ARAUJO, 2008).

Os radicais livres sdo espécies quimicas ou fragmentos moleculares que possuem
elétrons ndo pareados em seu orbital externo, sendo, portanto, muito instaveis e reativos. Os
radicais livres podem reagir doando ou recebendo elétrons, o que implica dizer que de um jeito
ou de outro o composto que interage com o radical livre também se torna um, indicando que as
reacOes envolvendo essas espécies acontecem em cadeia (MARTELLI; NUNES, 2014;
FOGACA; SANTANA, 2009; ARAUJO, 2008). O processo de auto-oxidagao se divide em trés

etapas que, com excecdo da primeira, as demais ocorrem simultaneamente.

2.2.1.1 Iniciacdo

Esta etapa ocorre em presenca de luz e calor, nela a formacéo dos radicais livres se da a
partir da retirada de um hidrogénio do carbono alilico da molécula de &cido graxo. A
denominagdo “carbono alilico” ¢ aplicada ao atomo de carbono adjacente aquele que contém a
dupla ligacdo, cuja energia requerida para esta acdo € menor, quando comparado ao carbono
presente entre carbonos saturados (JORGE, 2009; RAMALHO; JORGE, 2006).

Para Coultate (2004), o inicio dessas reacGes em cadeia da-se pela acdo do oxigénio
singleto (*O2), destacando-o como uma forma de oxigénio com alta energia, de vida curta,
porém bastante reativo que ataca diretamente as insatura¢fes dos &cidos graxos. Como a
molécula de lipidio é encontrada no estado singleto e o oxigénio do ar, como tripleto (°02),
seria improvavel uma interacdo natural entre ambos. Portanto, para que reacoes de degradagéo
lipidica ocorram, moléculas de oxigénio tripleto sdo convertidas em oxigénio singleto, mediante
uma série de etapas. Isso acontece quando o 30, reage na presenca de luz, diretamente com
compostos fotossensiveis, naturalmente presentes nos alimentos, como a riboflavina e a
clorofila (ARAUJO, 2008).
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Esse processo fornece energia em excesso ao oxigénio tripleto para que seus elétrons
presentes em orbitais diferentes (girando na mesma diregdo) migrem para um Unico orbital
passando a rotacionar em direcdes opostas, tornando-se assim uma espécie altamente
eletrofilica. O oxigénio singleto ao reagir com a liga¢do dupla de um &cido graxo, modifica sua
posicao e consequentemente a configuracdo de cis para trans (Figura 5). A auto-oxidacéo, em
si, ocorre quando héa a decomposigdo dos primeiros hidroperdxidos, formando radicais peroxi e
alcoxi (MAIA, 2015; ARAUJO, 2008; COULTATE, 2004).

Figura 5 - Reacéo do 'O, com uma ligagdo dupla formando um hidroperéxido.
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Fonte: Coultate (2004).

Segundo Jorge (2009), ha duas possiveis rotas para as formacdes dos primeiros radicais:
a decomposicao dos hidroperoxidos ja existentes no alimento e a oxidacao dos acidos graxos a
partir de enzimas, como a lipoxigenase. Essa primeira etapa, também denominada de indugao

(Figura 6), acontece lentamente e produz majoritariamente compostos inodoros.

Figura 6 - Etapa de iniciag8o da auto-oxidacao.
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Fonte: Adaptado de COULTATE (2004) e ARAUJO (2008).

2.2.1.2 Propagacéo

Uma vez iniciada, esta reagdo se desenvolve em cadeia de modo que é cessada apenas
guando os reagentes envolvidos sejam totalmente consumidos (SOUZA, 2013; FERRARI,
1998). Nesta etapa, o radical livre formado (R+) reage com o oxigénio dando origem ao radical
perdxi (ROO-), que retira 0 hidrogénio do carbono alilico do acido graxo (RH) produzindo
hidroperdxidos (ROOH), e outro radical alila, de modo que este Gltimo, torna-se disponivel para
reiniciar o mecanismo reacional. Os hidroperdxidos formados podem se romper, tornando-se

novamente radicais, que reagem de modo semelhante aos outros. As reacfes envolvidas na



28

etapa de propagacdo (Figura 7) costumam ser muito rapidas e os produtos formados séo

caracterizados como produtos primarios (JORGE, 2009; COULTATE, 2004).

2.2.1.3 Terminagéo

Esta etapa caracteriza-se pelo surgimento dos produtos secundarios de oxidacdo (mais
estaveis), e desenvolve-se a partir da decomposi¢cdo dos hidroperoxidos, formando aldeidos,
cetonas, alcoois, ésteres, hidrocarbonetos, além de dimeros e polimeros. Os aldeidos podem ser
oxidados a 4cidos, configurando uma fase “tercidria” da reagdo. Nessa etapa se intensificam os
prejuizos as propriedades organolépticas, iniciadas com alguns compostos na etapa anterior,

incrementando mudancas na cor e na viscosidade da gordura (JORGE, 2009; RAMALHO;

Figura 7 - Etapa de propagacdo da auto-oxidacao.
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Fonte: Adaptado de COULTATE (2004) e ARAUJO (2008).

JORGE, 2006; SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). A Figura 8 representa a etapa de

Compostos estaveis

terminacao.
Figura 8 - Etapa de terminacdo da auto-oxidacao.
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Fonte: Adaptado de COULTATE (2004) e ARAUJO (2008).
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Uma via importante para a formagdo dos compostos que causam rancificacéo é a partir
dos radicais alcoxi (ROe¢), que reagem de diferentes formas convertendo-se em compostos
estaveis, conforme ilustrado na Figura 9 (COULTATE, 2004). Os radicais alcoxi podem

interagir entre si ou ainda se converterem em espécies ndo radicais (ARAUJO, 2008).

Figura 9 - Formacdo de produtos estaveis a partir de radicais alcoxi.
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aldeidos élcoois secundérios cetonas

Fonte: COULTATE (2004).

Resumidamente, foram elencadas na Tabela 2 as principais caracteristicas envolvidas
no processo de auto-oxidacdo. Desde a formacdo dos primeiros radicais livres até as alteragdes
no que se referem ao odor, sabor, mudangas de cor e aumento da viscosidade, observados

principalmente na fase final da oxidacao.

Tabela 2 -Principais caracteristicas das fases que compdem a auto-oxidacéo.

Fases Caracteristicas

Baixo consumo de oxigénio; aumento da concentracao
de radicais livres; baixa concentracdo de hidroperdxidos;

Iniciacdo ndo ha alteragdes organolépticas

Alto consumo de oxigénio; alta concentracdo de
Propagacéo hidroperdxidos; inicio das alteraces organolépticas com

aparecimento de odor caracteristico

Diminuicdo no consumo de oxigénio; diminui¢do na
Terminacao concentracdo de hidroperoxidos; forte alteracdo

organoléptica com modificacdo da cor e viscosidade

Fonte: JORGE (2009).
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2.2.2 Fatores que favorecem a oxidagao

Segundo Jorge (2009) e Araujo (2008), as reacdes de oxidacao lipidica podem sofrer

influéncia de diversos fatores, como a natureza dos acidos graxos, a disponibilidade de
oxigénio, temperatura, umidade e exposicéo a luz.
Quanto maior o grau de insaturacdo e quanto mais disponiveis elas estiverem, mais bem
sucedida sera a oxidacdo. O nimero, a posicao e a geometria interferem na velocidade em que
esse processo ira ocorrer. Como por exemplo o acido linoleico (mega 6) e o linolénico (6mega
3) que possuem, 2 e 3 insaturacdes, respectivamente, sdo mais susceptiveis a degradacao que o
acido oleico, que s6 possui uma. Quanto a posicdo e a geometria, sabe-se que as ligacGes
conjugadas do &cido graxo cis, em geral, sdo mais facilmente oxidadas que a ligagdes ndo
conjugadas do tipo trans. No que se refere aos AGL, estes possuem maior facilidade ao ataque
oxidativo que os &cidos na sua forma esterificada. Em relacdo ao oxigénio, quando ele ¢
abundante a relacdo da oxidacdo € independente de sua quantidade. No entanto, em
concentragdes baixas, a velocidade que isso ocorre assume uma discreta proporcionalidade. Na
auséncia deste gés ndo ha oxidacdo (JORGE, 2009; ARAUJO, 2008).

Ainda segundo os autores, a temperatura influencia consideravelmente nos processos
oxidativos. Quando sdo utilizadas temperaturas elevadas como a pasteurizagdo aceleram
sobremaneira a velocidade da reacdo. Estima-se que em temperaturas maiores que 60° C, um
acréscimo de 15°C consegue duplicar a degradacdo. Em temperaturas mais baixas, como as de
refrigeracdo e congelamento, constata-se a acdo do oxigénio, porém em menor escala.

No que se refere ao mecanismo de exposi¢do a luz no comprimento de onda na faixa do
visivel e em regiBes proximas do UV é que os fotossensibilizadores atuam. Clorofila,
mioglobina e riboflavina sdo exemplos classicos que servem de mola propulsora para que a
energia seja transferida para o oxigénio tripleto, tornando-o oxigénio singleto, em que este
segundo possui uma energia de 92,4 kJ.mol™ a mais que o primeiro (MAIA, 2015).

Quanto ao teor de agua, tem-se que em baixos valores de atividade da dgua (aw), isto é,
abaixo de 0,1 a oxidacdo ocorre muito rapidamente, devido a um maior contato entre o substrato
e 0 oxigénio, sendo, portanto, uma exce¢do no que diz respeito as rea¢fes que acontecem nos
alimentos, em que a agua é crucial. Quando se eleva o0 aw para 0,3 consegue-se um retardo
significativo na oxidagéo. Essa blindagem pela minima quantidade de agua presente pode estar
relacionada a trés fatores: a reducéo da atividade dos catalisadores metalicos, a diminuigéo da
acdo dos radicais livres e/ou a barreira separando o lipidio do oxigénio. Entre o intervalo de
0,55 a 0,85; a velocidade oxidativa aumenta novamente, uma vez que a mobilizagdo dos metais
catalisadores e do oxigénio se restabelecem (JORGE, 2009; ARAUJO, 2008).
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Outros fatores que influenciam na oxidagao sdo: maior area superficial, agdo da enzima
lipoxigenase, catalisadores metalicos como ferro e cobre e as hemoproteinas. Para mitigar os
efeitos da acdo oxidativa, se faz necessario controlar os fatores que a impulsiona, incluindo
também a adicdo de antioxidantes, que atuam, em geral, diretamente sobre os radicais livres por
meio de doacdo de atomos de hidrogénio a essas substancias, inativando-as. Os dtomos de
hidrogénio capturados pelos radicais livres sdo sequestrados com maior facilidade que aqueles
hidrogénios alilicos presentes nas moléculas insaturadas dos acidos graxos, inativando, dessa
forma, tais radicais. Os tocoferdis sdo antioxidantes amplamente usados para tal fim (JORGE,
2009; ARAUJO, 2008).

2.3 QUANTIFICACAO DA DEGRADACAO LIPIDICA

Existem diferentes formas de se avaliar o estado oxidativo das fracBes lipidicas dos
alimentos. Entretanto, nenhum método quantitativo se correlaciona de maneira ideal com as
modificacdes sensoriais produzidas durante as sucessivas reacfes de oxidacdo. Cada método
fornece informacdes caracteristicas acerca de um estado especifico do processo de degradacgédo
(JORGE, 2009).

Dentre os testes mais utilizados estdo: indice de acidez da fracdo lipidica (rancidez
hidrolitica), indice de perdxido, indice de anisidina (rancidez oxidativa), determinacdo de
dienos conjugados, substancias reativas ao acido tiobarbiturico, entre outros. Assim, entende-
se que aliar o teste de &cido graxo livre, que indica a rancidez devido a atividade microbiana,
ao teste de indice de peroxido, que visa avaliar a acidez devido a acdo do ar, confere um
importante indicativo da rancidez oxidativa do alimento. Esses métodos geralmente envolvem
a extracdo da fracdo lipidica deste, seguido da andlise quantitativa (HANNA, 2020; SOARES
etal., 2012).

2.3.1 Indice de peroxido

O indice de perdxido € um indicador importante do estado de oxidagédo do alimento. No
entanto, como brevemente discutido, ndo necessariamente pode ser uma analise conclusiva. Em
temperaturas elevadas, a velocidade de formacgdo dos perdxidos &€ menor que a sua
decomposi¢do em outros compostos (oxidagdo secundéria), ou seja, a quantificacdo por esse
método se torna transitorio e mais representativo no inicio da oxidagdo. Alimentos com
oxidacdo em grau avancgado podem n&o fornecer resultados confiaveis na analise de indice de

peroxido (ARAUJO, 2008). O método comumente utilizado para essa determinagéo envolve a
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volumetria de oxirredugéo, que pode ser realizada por uma titulagdo indireta (iodometria)
utilizando o NazS203 como titulante.

2.3.1.1 Titulacdo iodométrica: reagentes, caracteristicas e padronizagéo

A quantificacdo do teor de perdxido é obtida por meio da titulacdo iodométrica
(iodometria) em que se utiliza o excesso do iodeto de potassio (KI) para reagir com a gordura
e, caso haja perdxido na matriz, havera uma reacdo de oxirreducdo. Nesse caso, 0 peroxido
oxida o iodeto, formando iodo, que sera titulado com solucdo de tiossulfato de sddio
previamente padronizada por oxidante apropriado. A quantidade de titulante gasto é
diretamente proporcional a quantidade de perdxido ou produtos similares provenientes da
oxidacdo das gorduras (CAVALCANTE, 2017; MACHADO; CHAVES; ANTONIASSI,
2015; DIAS; ALVES, 2013).

Possiveis fontes de erro nessa determinagdo podem estar na possibilidade do iodo
liberado na reacdo | (Figura 10) se ligar com as duplas liga¢6es do acido insaturado, levando a
um valor de indice incorreto, nesse caso, resultando em um valor menor que o real. Outro fator
a ser considerado é a interferéncia do oxigénio do ar no meio reacional, visto que este pode
viabilizar a liberacdo de mais iodo e entdo conferir um acréscimo no valor real. Portanto, é
recomendavel proceder a titulacdo o mais rapido possivel, para minimizar a exposi¢do a este
fator (JORGE, 2009).

Ainda segundo Jorge (2009), indica-se que seja realizada a andlise desse indice nos
primeiros estados dos processos oxidativos, pois o surgimento deste composto no alimento,
mesmo que em pequenas quantidades, pode indicar uma alteragdo pronunciada de sua
estabilidade. A Figura 10 apresenta as duas principais reacdes envolvidas na iodometria.

Figura 10 - Reacdes de oxirredugdo da iodometria.

OOH OH
R\)\%\R' + 2KI — R\)\//\Rr + L + HO (I)
I + 2Na:.S:.0; — Na.S:0¢ + Z2Nal (H)

Fonte: Adaptado de SILVA, BORGES E FERREIRA (1999).
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2.3.1.1.1 Tiossulfato de sddio

O ion tiossulfato (S20s*) é um agente redutor de grau moderado utilizado como um
importante reagente analitico nas titulagcbes de oxirreducdo, em que se utiliza o iodo como
intermediario. Nesses casos, o ion tiossulfato é entdo oxidado para o ion tetrationato (S40s%).
As solugdes contendo esse reagente, geralmente, sdo feitas a partir de um sal de tiossulfato
pentahidratado e devem ser obrigatoriamente padronizadas antes de sua utilizagdo, visto que o
sal ndo € um padrdo primario. A reducédo do tiossulfato com o iodo acontece a partir de uma
reacao com um agente oxidante e excesso de iodeto, em meio acido. O tiossulfato é um agente
redutor que ndo costuma se oxidar com a acdo do oxigénio atmosférico, o que ndo acontece
com o iodeto de potassio que se oxida facilmente, sendo necessario maior controle no momento
do seu manuseio (SKOOG et al., 2014; ROSA; GAUTO; GONCALVES, 2013).

2.3.1.1.2 Estabilidade de solucdes de tiossulfato

Apesar das solucdes de tiossulfato serem resistentes a acdo do oxigénio do ar, elas
podem se decompor para formar enxofre coloidal e o ion hidrogeno-sulfito, conferindo turbidez
a solucdo (ROSA; GAUTO; GONCALVES, 2013). A reacdo de decomposicdo pode ser
descrita pela Equagéo 1.

S,03*” + HY = HSO3™ + S5 (1)

O pH é&cido, a acdo de microrganismos, efeitos de concentracdo da solucdo, presenca de
ions cobre (11) e a exposicdo a luz sdo fatores preponderantes que influenciam na velocidade
dessa decomposicdo. Em solugdes levemente alcalinas ou neutras, a instabilidade se da devido
a atividade de bactérias que oxidam o tiossulfato aos ions sulfato e sulfito, ou ainda ao enxofre
elementar. Esse problema pode ser minimizado por meio do controle de pH (idealmente entre
9 e 10) a partir da adicéo de sais de carater alcalino, ou ainda utilizando substéancias bactericidas,
como o cloroférmio, o benzoato de sddio ou o iodeto de mercdrio (1) (SKOOG et al., 2014,
ANDRADE, 2001).

Em relacdo ao uso de sais alcalinos, como 0 Na.COs por exemplo, para o controle de
pH, sua concentracio deve ser comedida (maximo 0,1 g.L1). Concentragdes maiores que essa
podem influenciar significativamente na decomposic¢do do tiossulfato com o ar. Assim, tais
varidveis podem provocar alteracbes na concentracdo da solucdo de tiossulfato
consideravelmente em um periodo de poucas semanas, necessitando, nesse caso, de uma nova
padronizacdo ou o preparo de uma nova solucdo (ROSA; GAUTO; GONCALVES, 2013).
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2.3.1.1.3 Padronizacéo de solugdes de tiossulfato

Na padronizacdo da solucdo podem ser utilizados agentes oxidantes como o iodato de
potassio, bromato de potassio, hidrogeniodato de potassio, o hexacianoferrato (111) de potassio,
0 cobre metélico e o dicromato de potéssio (SKOOG et al., 2014).

O reagente analitico dicromato de potassio (K2Cr.07), além de ser utilizado como um
padrdo primario nas reacdes redox, tambem é largamente utilizado como pigmento em industria
de tintas, agente alvejante e inibidor de corrosao. Para fins de uso como padrao primario frente
a solugbes de tiossulfato, por exemplo, o ion dicromato quando dissolvido em meio &cido,
apresenta numero de oxidacao (NOX), +6, o qual € reduzido para o ion cromo (I11) conforme a

Equacéo 2.

Cr,0,%~ + 61~ + 14H* - 2Cr3* + 31, + 7H,0
I + 25,05% = 217 4 25,04 (2)

Conforme destacado por Christian (2009), quando o HCI é utilizado para acidificar o
meio reacional, o fon cloreto tende a diminuir o potencial de reducio formado pelo par Cro07%
/Cr¥*, passando de 1,33 para 1,00 V, configurando uma desvantagem em seu uso. Em relagéo
ao uso do K>Cr.07 como padréo primario frente a outros oxidantes mais fortes, tem-se que 0
relativo baixo potencial de eletrodo e a baixa taxa de reagdo com alguns agentes redutores

apresentam-se como as principais desvantagens de sua aplicacdo (SKOOG et al., 2014).

2.3.1.1.4 Indicador quimico do ponto final da titulacéo

As titulagbes que envolvem iodo como reagente intermediério sao realizadas com uma
suspensdo de amido como indicador quimico. Essa substancia polimérica se apresenta em duas
fragOes: a amilose e a amilopectina. A amilopectina, por ser uma estrutura ramificada tem
menor interacdo com o iodo, resultando em uma coloragdo azul menos intensa que a da amilose,
que possui cadeias lineares em forma helicoidal (LOUREIRO et al., 2019).

A coloragdo azul intensa formada € atribuida a interacdo do iodo (na forma de triiodeto
I3") com a cadeia helicoidal da B-amilose, um constituinte macromolecular presente nos amidos
(Figura 11). Em contrapartida, tem-se a o«-amilose, que ao interagir com iodo, reage

irreversivelmente conferindo a solu¢do uma cor avermelhada, o que nédo € interessante para a
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andlise. Assim, o amido soltvel, comercialmente vendido, é isento dessa porcdo da amilose
(SKOOG et al., 2014).

Figura 11 - Espécie de iodo (I3) incorporada a hélice de B-amilose.

Fonte: Adaptado de SKOOG et al. (2014).

Um problema comum encontrado na suspensdo aquosa de amido é a facilidade de
decomposicgéo devido a agdo bacteriana, podendo causar interferéncias em suas propriedades
como indicador. Uma maneira de contornar esse problema é a adicdo de bactericidas no
momento do preparo, como o iodeto de mercdrio (I1) ou o cloroférmio (SKOOG et al., 2014).

Além disso, Skoog et al (2014) pontua ainda que se deve atentar para a decomposi¢ao
do amido ao interagir com soluges muito concentradas de iodo. Nesse contexto, a adi¢cdo do
indicador na iodometria s6 é recomendada quando a maior parte do iodo é convertido
novamente em iodeto, caracterizando-se pela mudanca da coloracdo vermelho-amarronzada
para amarelo claro (nesse ponto a titulacao esta na iminéncia de ser concluida).

Conforme descrito por Christian (2009), dois outros motivos ainda podem ser
destacados para corroborar a adi¢do tardia do iodo em uma titulacdo iodométrica. Se uma
grande quantidade de iodo estiver impregnada ao amido inicialmente, esse complexo teria um
ponto de viragem comprometido, visto que a dissociacdo deste complexo seria lenta. O outro
fator relaciona-se com o meio acidificado, uma vez que o amido ao entrar em contato por tempo
prolongado em meio &cido, pode sofrer hidrdlise. Ainda é importante entender que 0 amido néo
é um indicador genérico para reacdes de oxirreducdo, visto que a sua coloracdo é percebida
somente na presenca de I, sem alteracdo do seu potencial redox (ROSA; GAUTO;
GONCALVES, 2013).

2.3.1.2 Especificacdo legal do indice de peroxido em manteigas

A portaria n° 146, de 07 de marco de 1996 do MAPA determina o limite maximo de
indice de peroxido para manteiga destinada ao consumo direto da populagdo em 1
miliequivalente (mEq) por quilograma de matéria gorda, bem como o método oficial para
quantificacdo deste parametro, sendo, portanto, por iodometria (BRASIL, 1996; AOAC, 1969).
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2.4 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo, por defini¢do, ¢ “a verificagdo na qual os requisitos especificados sdo
adequados para um uso pretendido” (VIM, 2012, p. 30). Nesse aspecto, entende-se que validar
uma metodologia tem por principios mitigar, controlar, qualificar e/ou quantificar os agentes
que promovem erros sistematicos ou aleatérios ao método. Sugere-se sua aplicagdo a métodos
ndo normalizados, isto &, aqueles que ndo foram desenvolvidos por um érgdo de normalizacéo
ou organizacdes que tenham o aval técnico para tal finalidade (métodos oficiais). Também &
prudente realizar a validacdo para métodos elaborados e/ou desenvolvidos por laboratorios
independentes, bem como para aqueles métodos normalizados/oficiais, porém utilizados fora
do escopo pretendido inicialmente ou ainda, que suas modificacGes sejam sensiveis e possam
vir a impactar os resultados analiticos (INMETRO, 2020).

A verificacdo de desempenho estd vinculada estritamente aos métodos normalizados,
desde que ndo haja modificacdo significativa na sua reproducdo. O laboratério deve comprovar
através de parametros de validagdo, na extensdo necessaria, que a resposta analitica seja
confiavel e o método seja pertinente ao uso, mediante atendimento aos critérios de aceitacdo
estabelecidos (INMETRO, 2020; ABNT, 2017; MAPA, 2015).

2.4.1 Parametros de desempenho

Para garantir a adequacdo do método analitico ao uso pretendido diferentes parametros
de desempenho podem ser avaliados. Esses parametros de desempenho devem incluir, quando
aplicaveis: seletividade, linearidade/faixa de trabalho/faixa linear de trabalho/sensibilidade,
limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), exatiddo, precisdo (repetibilidade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade) e opcionalmente a robustez, procedimento realizado
na etapa de otimizacao da validacdo (INMETRO, 2020).

2.4.1.1 Preciséo

Este parametro diz respeito a concordancia entre uma série de valores experimentais
obtidos, de modo que quanto menor for a amplitude entre as medidas, mais proximos esses
valores estardo entre si (LEITE, 2002). Tal disperséo entre as medidas experimentais de dada
amostra pode ser expressa a partir de trés outros atributos, séo eles: repetibilidade, precisao
intermediaria e reprodutibilidade. A repetibilidade deve ser realizada pelo mesmo analista, sob
as mesmas condic¢des, com o mesmo material (ou similar) e mesmo dia, durante um curto
periodo de tempo. Podem ser utilizadas amostras de rotina, material de referéncia ou amostra
fortificada (INMETRO, 2020; MAPA, 2015).
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A precisdo intermediaria deve ser feita por analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes ou dias diferentes. Na impossibilidade de um segundo analista realizar as anélises, é
recomendado que o analista responsavel aguarde um intervalo superior a 24 horas de uma série
de medicbes para a outra (MAPA, 2015). Por outro lado, a reprodutibilidade contempla
validagdes utilizando comparages interlaboratoriais (INMETRO, 2020). Entende-se, portanto,
que para tal pardmetro o laboratério deve realizar o maior nimero de repeticdes técnica e
economicamente viaveis para viabilizar um estudo de validacdo satisfatorio (MAPA, 2015;
BRASIL, 1996).

2.4.1.2 Exatidao

Esse parametro consiste na concordancia entre o resultado de uma determinada medida
em relacdo ao respectivo valor de referéncia (valor verdadeiro). Quando a analise é feita
repetidas vezes, isso implica em uma combinacdo de elementos de erros aleatorios e
sistematicos (ou tendéncia). A determinacdo da tendéncia utilizando valores de referéncia
confiaveis é importante na confirmacdo da rastreabilidade aos padrdes reconhecidos. Uma
maneira de se medir/avaliar a exatidao é através do erro relativo (ER), expresso em percentual
(INMETRO, 2020, MAPA, 2015).

2.4.1.3 Limite de quantificacdo (LQ)

Este parametro corresponde a menor quantidade do analito que pode ser quantificada,
tendo resultados satisfatdrios no estudo de precisdo. Existem diversas maneiras de se calcular
0 LQ, alguns exemplos, sdo: a avaliacdo visual, a relacdo de sinal/ruido, a partir da curva
analitica, entre outros. E necessario atentar-se para quando o ensaio n&o apresentar uma curva
analitica, como por exemplo um método titulométrico. Nesse caso, 0 menor nivel de
concentracdo avaliado pelo estudo de precisdo sera adotado como LQ, cujo valor deve ser
escolhido criteriosamente e justificado pelo responsavel do estudo (INMETRO, 2020; MAPA,
2015).

2.4.1.4 Faixa de trabalho (faixa de aplicacdo do método)

A faixa de trabalho compreende o intervalo entre 0 menor e o maior valor quantificavel
pelo estudo de validagéo, que se obteve resultados em niveis aceitaveis de precisdo. Essa faixa
pode estar descrita no proprio método normalizado ou ainda pode ser determinada pelo analista,
baseando-se na faixa de concentracdo do analito que se pretende encontrar (INMETRO, 2020;

MAPA, 2015). Nesse contexto, esses parametros de desempenho podem ser utilizados como
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conjunto de ferramentas uteis para determinagdo da incerteza de medi¢do do método analitico,
podendo-se levar em consideragdo um nivel de confianca pré-estabelecido em legislacdo ou de

acordo com as normas internas do laboratorio.

2.5 ESTIMATIVA DE INCERTEZA DE MEDICAO

Ao se relatar um resultado de medicdo de uma grandeza, é importante dar alguma
indicacdo quantitativa da qualidade desse resultado para que se possa avaliar sua confiabilidade.
Segundo o Vocabulério Internacional de Metrologia, a incerteza pode ser definida como
"pardmetro ndo negativo que caracteriza a dispersao dos valores atribuidos a um mensurando,
com base nas informagdes utilizadas” (VIM, 2012, p. 24).

Para a determinacdo da incerteza de medicdo existem algumas abordagens possiveis.
Dentre elas estdo a top-down, que se baseia geralmente em estudos interlaboratoriais e a bottom-
up, também denominada de método classico. A abordagem a partir do método classico consiste
na identificacdo das fontes de incerteza atreladas ao método, quantificacdo das incertezas
padrdo de cada fonte e posterior combinacdo desses valores. Com a finalidade de obter as
contribuigdes das incertezas padrdo com a mesma unidade da grandeza de entrada, estes valores
devem ser multiplicados pelo respectivo coeficiente de sensibilidade, cujo principio se baseia
na utilizacdo de derivadas parciais para a execu¢do do calculo (OLIVEIRA; AGUIAR, 2009).

Para a identificacdo e agrupamento das diversas fontes de incerteza envolvidas na
analise recomenda-se a elaboracdo da ferramenta da qualidade diagrama de Ishikawa (diagrama
de causa e efeito), descrito na Figura 12, que representa, de forma genérica, a ferramenta

contendo o efeito e 0s 6M.

Figura 12 - llustracéo do diagrama de Ishikawa (ou de causa e efeito).

[ MaTERIAL | [ Miguina | [ mEpIDA |
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==/

[ ME10 aMBiENTE | [ MAO-DEOBRA | [ mETODO |

Fonte: O autor (2022).
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O diagrama de Ishikawa (Figura 12) tem por finalidade identificar as principais causas
de uma acdo (efeito) e a elas podem ser apontadas causas secundarias ou tercidrias como
complementacdo. Tais causas podem ou ndo ser divididas em seis grandes grupos, que sdo 0s
6M: maquina, matéria-prima, materiais, mao-de-obra, método e meio ambiente (COSTA,;
SILVA; TREVISANI, 2015).

Em relacéo ao calculo das incertezas, este deve considerar, em geral, o desvio padréo
vinculado a precisdo intermediaria e quando possivel, da curva de calibragdo, dos
equipamentos/instrumentos de medicao e solucdes padréo, sobretudo quando estas interferirem
de modo significativo nos resultados da anélise (MAPA, 2015).

Deste modo, ainda segundo o0 Mapa (2015), considerando as diversas fontes de incerteza
envolvidas de acordo com o objetivo analitico, o resultado para este parametro deve envolver a
contribuicdo de todas as fontes identificadas, a partir da combinacédo das incertezas individuais.
Nesse sentido, a incerteza combinada (u.) pode ser calculada, genericamente, a partir da raiz

quadrada do somatorio dos quadrados de cada incertezas-padrao, conforme a Equacéo 3.

U, = \/u(p)z +u(q)*+... 3

Em que, u(p), u(qg), ... correspondem aos valores de cada incerteza-padrdo a ser somada.

A incerteza expandida (U), Gltima etapa do processo, é calculada a partir da incerteza
combinada de todas as fontes vinculadas ao método multiplicada por um fator de abrangéncia
para um determinado nivel de confianca (OLIVEIRA; AGUIAR, 2009).
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3 METODOLOGIA

A determinacdo do indice de peroxido foi realizada por titulagdo de oxirreducdo,
seguindo os procedimentos descritos no Manual de Métodos Oficiais para Analise de Alimentos
de Origem Animal (MAPA, 2019b), Método oficial AOAC 942.27 - Solugdes padrdo de
tiossulfato de sédio (AOAC, 1942) e o Método oficial AOAC 965.33 - Valor de peroxido de
6leos e gorduras (AOAC, 1969). O procedimento experimental foi realizado na éarea de
Identidade e Qualidade de Alimentos (IQA) do laboratdrio de Fisico-Quimica de Produtos de
Origem Animal e Agua (POA), situado no Laboratério Federal de Defesa Agropecuéria em
Pernambuco (LFDA-PE), pertencente ao MAPA.

3.1 PADRONIZACAO DA SOLUCAOQ DE TIOSSULFATO DE SODIO

A padronizacdo dessa solucdo foi realizada pelo método indireto que utiliza o iodo
gerado como titulante (iodometria). Para isto, foram utilizados os reagentes K.Cr.O7, padréo
de referéncia do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (National Institute of Standards
and Technology - NIST), KI (marca Neon), HCI (marca Cromoline), agua deionizada e amido
soltvel (marca Dindmica) como indicador.

O K2Cr207 foi seco previamente em estufa (marca Lucadema) a 100° C por 2 h e
resfriado em dessecador até a temperatura ambiente (25 °C). Na sequéncia, foram pesadas
porcdes deste reagente entre 0,020 e 0,023 g com o auxilio de uma balanca analitica (marca
Mettler e modelo AE 200), utilizando um frasco Erlenmeyer de 200 mL com tampa (marca
Qualividros). Com esse procedimento foram preparadas 4 replicatas. Anotou-se o valor da
massa em formulario apropriado e seguiu-se para a capela de exaustao para proceder a titulacao.
Com o auxilio de uma proveta foram adicionados aproximadamente 10 mL de agua deionizada
ao frasco de Erlenmeyer contendo o K>Cr.O7. Com uma pipeta volumétrica foram transferidos
2 mL de uma solucdo de Kl a 10% e, ap0s agitacdo do frasco, adicionou-se 2 mL de uma solucao
de HCI (1 mol.LY). Em sequida, os frascos foram deixados em repouso em local escuro, por 10
min.

Apos findado o tempo reacional, a titulagdo foi conduzida, utilizando-se uma bureta de
50 mL contendo o Na2S203 (marca Neon) a ser padronizado. Procedeu-se a titulacdo até que
uma coloracao amarelo-clara fosse atingida, em seguida, adicionou-se cerca de 1 mL da solucao
indicadora de amido 1%, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, conferindo a solu¢do uma
coloragdo azul escura. Em seguida, deu-se continuidade a titulagio com o tiossulfato,

cuidadosamente, até o desaparecimento da cor azul. Assim, anotou-se o valor gasto e procedeu-
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se da mesma forma com as demais replicatas. A Figura 13 representa a transicdo de cores
ocorrida na titulacdo iodométrica.

Figura 13 - (a) Inicio da titulagdo, antes da adicéo do tiossulfato; (b) Durante a adi¢do de tiossulfato, momento da
adicdo do indicador amido; (c) Coloracédo da solucdo devido ao complexo amido-iodo; (d) Ponto final da titulagéo.

c)

Fonte: O autor (2022).

Uma amostra em branco foi realizada a cada batelada de replicatas. Ela foi composta
por todos os reagentes exceto o K.Cr.O7. A respectiva titulagéo foi realizada adicionando-se a
solucdo de amido 1%, logo no inicio, e procedeu-se a volumetria igualmente as demais
replicatas. O valor encontrado entdo foi subtraido do volume gasto na titulacdo destas.

A expressao de resultado é dada pela Equacao 4.

mx 1000

Concentragdo (mol.L™%) = V x 49,031

(4)

Em que (m) é a massa, em gramas, do K2Cr207 e (V) é o volume, em mL, gasto do
Na2S20:s.

O valor do fator de corregdo foi determinado dividindo-se a média das concentragdes
obtidas pela concentracio tedrica (0,01 mol.L™?).

3.2 PREPARO DE AMOSTRA DE MANTEIGA

O preparo de amostra baseou-se além do Manual de Métodos Oficiais para Andlise de
Alimentos de Origem Animal, também na MET 1QA/046/01 - Determinacdo do indice de
per6xido em manteiga (LFDA-RS) e na MET IQA 0029/001 - Determinagdo do indice de
peroxido em manteiga por volumetria (LFDA-GO). Inicialmente, cada amostra foi aquecida
ainda fechada em incubadora (marca Shaker e modelo SL-223) a uma temperatura de 24 a 35

°C até que uma consisténcia levemente pastosa fosse alcancada (para manteigas de pote). Para
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amostras de manteiga de garrafa, a depender de sua consisténcia, essa etapa poderia ser
dispensavel. Em seguida, aliquotas foram transferidas para tubos falcon de 50 mL, preenchendo
aproximadamente % dos recipientes. Os tubos contendo as amostras foram dispostos em um
suporte, e levados para fundir em estufa entre 40 e 45 °C. Quando o inicio da separacgéo de fases
era visualizado, retirava-se o tubo e este era levado para uma centrifuga (marca Hettich e
modelo Rotina 420R), a 4500 rpm por 10 min. Na sequéncia, procedeu-se a filtracdo das
amostras dentro de estufa incubadora, utilizando-se funil de vidro e papel de filtro qualitativo.
Apos a filtracdo, uma parcela limpida da gordura, visivelmente livre de umidade e sélidos, foi
coletada dentro de um recipiente apropriado, conforme Figura 14. Finalmente, para cada
amostra, uma aliquota de 5,00 + 0,05g era pesada em frasco de Erlenmeyer de 200 mL com
tampa (marca Qualividros) com auxilio de uma pipeta de Pasteur e uma balanca analitica (marca
Mettler e modelo AE 200) (MAPA, 2015; MAPA, 2020; MAPA, 2022c).

Figura 14 - (a) Estufa incubadora utilizada; (b) Detalhe da filtragdo das amostras.

Fonte: O autor (2022).

3.3 QUANTIFICAGAO DO INDICE DE PEROXIDO

A analise do indice de peroxido foi realizada dentro de uma capela de exaustéo,
protegida da luz direta, uma vez que esta, poderia interferir nos resultados da quantificacéo.
Utilizando uma proveta (marca Roni Alzi), foi adicionada uma solugdo de acido acético-
cloroférmio (CH3COOH-CHCIz) (das marcas Sciavicco e Biograde, respectivamente), na
proporcao de 3:2 v/v, ao frasco de Erlenmeyer contendo a amostra. Posteriormente, com uma
pipeta volumétrica adicionou-se 0,5 mL de uma solugéo saturada de KI, agitou-se o frasco de

Erlenmeyer para homogeneizacéo e adicionou-se com uma proveta 30 mL de agua deionizada.
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Na sequéncia, procedeu-se a titulacdo utilizando uma bureta de 10 mL contendo o tiossulfato
0,01 mol.L™?, previamente padronizado, até a formagéo da cor amarelo claro. Neste momento,
adicionou-se cerca de 1,0 mL de solucéo indicadora de amido 1%, atribuindo ao meio uma cor
azul escura (complexo amido-iodo). Deu-se continuidade a titulagdo sob agitacao vigorosa, para
promover a liberacdo de todo o |2 da camada de CHCIs, até auséncia da cor azul. Este ponto
caracteriza o final da titulagéo, tendo o seu volume gasto anotado.

Uma titulacdo em branco foi realizada diariamente, adicionando-se todos 0s reagentes,
exceto a porcao da amostra. O resultado encontrado era entdo subtraido do valor encontrado na
titulacdo da amostra.

O valor de peroxido, expresso em miliequivalente de O. por quilograma de matéria

gorda, foi obtido empregando-se a Equacéo 5.

VxMx fx1000 (5)

massa da porgao de teste

Valor de perédxido =

Em que (V) é o volume de Na»S203, em mL, consumido na titulagdo, (M) é a concentragéo
molar da solugdo de Na>S>03 nominal e (f) é o fator de correcdo obtido na padronizagdo do

titulante

3.3.1 Teste da estabilidade da solucéo saturada de Kl

Para avaliar a estabilidade da solucdo saturada de K1 apds preparo, o seguinte teste foi
realizado: adicionar 0,5 mL da solucdo saturada de KI em um béquer contendo 30 mL de uma
solucdo de CH3COOH-CHCIz e duas gotas da solugdo de amido 1%. Caso a mistura
apresentasse a coloracdo azul e ela exigisse mais de uma gota da solucdo de tiossulfato para
mudanca de cor (ponto final), uma nova solucdo de KI deveria ser preparada, do contrario, a

mesma podera poderia ser utilizada.

3.4 ESTUDO DOS PARAMETROS DE VALIDACAO

Uma vez que ndo havia material de referéncia certificado (MRC), de ensaio de
proficiéncia ou de estudo colaborativo/interlaboratorial para este método, os ensaios para
determinacéo dos parametros de validacdo foram realizados a partir de amostras disponiveis no
proprio laboratério. Entdo, os parametros possiveis para avaliacdo foram: precisdo, limite de

quantificacdo e faixa de trabalho (faixa de aplicacdo do método). Estes foram estudados
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seguindo o Manual de Garantia da Qualidade Analitica - Areas de Identidade e Qualidade de
Alimentos e de Insumos (MAPA, 2015).

3.4.1 Preciséo

O estudo de repetibilidade nivel 1 foi realizado no primeiro dia pelo analista 1. Para isto,
foi utilizada uma amostra recém-chegada no laboratério, cujo valor do indice de perdxido, em
teoria, seria 0 mais baixo possivel. Entretanto, para se certificar de tal afirmacdo, foram
realizados testes antes da avaliacao do parametro ser executado de fato. Assim, realizaram-se 5
replicatas da amostra, com 0s mesmos aparatos operacionais e no menor intervalo de tempo
possivel. O estudo de repetibilidade nivel 2 foi realizado no segundo dia também pelo analista
1. Para tal,utilizou-se uma amostra com tempo maior de armazenamento no laboratorio, sendo
feitas 5 replicatas e a execucdo igualmente ao do nivel 1.

Quanto ao estudo de precisdo intermediaria (reprodutibilidade intralaboratorial), foi
realizado por dois analistas, ambos treinados e habilitados para executar tal funcdo. Foram
preparadas 5 replicatas por analista, totalizando um conjunto de 10 repeticGes. A amostra
utilizada neste nivel foi de uma manteiga de garrafa, que costuma apresentar um indice de
peroxidos maior que das manteigas de potes. Essa amostra também estava armazenada ha mais
tempo no laboratorio e, antes da execucao do ensaio, ela foi analisada para confirmar se o valor
de peroxido estava, de fato, acima da legislagdo. Desse modo, tal amostra foi denominada como
nivel 3. A execucdo da analise procedeu-se com 0s mesmos aparatos operacionais para ambos
os analistas, sendo realizadas nos dias 3 e 4 do estudo (MAPA, 2015).

A avaliacdo dos parametros de precisao foi feita pelo calculo do coeficiente de variacdo
(CV), ou também denominado desvio padrao relativo (DPR), dos valores obtidos para cada
conjunto de dados, por nivel, de acordo com a Equacéo 6.

CV (%) == x 100 (6)

s
X

Em que (x) € a média aritmética do numero de medigdes e (S) é a estimativa do desvio
padrdo amostral.

Para efeitos de critério de aceitacdo de cada conjunto de dados, adotou-se 0 CV < 20 %
(MAPA, 2015).
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3.4.2 Limite de quantificacao

Para este parametro foram utilizados os dados de repetibilidade do nivel 1, definido
como menor valor que o0 método pode quantificar com seguranca. Para tanto, foi realizada
avaliacdo da precisdo do conjunto de dados perante o critério de aprovacdo estabelecido
(MAPA, 2015).

3.4.3 Faixa de trabalho (faixa de aplicacdo do método)

Para encontrar a faixa de trabalho, foram analisadas amostras contendo a minima
quantidade de perdxidos quantificavel, com quantidade um pouco maior ao limite estabelecido
na Portaria n® 146/96 para a analise do indice de peroxido (1 mEq de O2/kg de matéria gorda)
e uma terceira amostra acima desse limite. Esse parametro foi determinado a partir da execucgéo
dos parametros de LQ e precisdo (BRASIL, 1996).

3.4.4 Estimativa de incerteza de medicéo

Para determinar a estimativa da incerteza de medicao, as fontes de incertezas foram
identificadas e, como ja mencionado, inseridas em um diagrama de Ishikawa. Apds a devida
insercdo dos dados no diagrama, este foi capaz de sintetizar as fontes de incerteza e 0s
componentes de cada fonte que contribuem para a incerteza do efeito em estudo. A Equacédo 7

demonstra o calculo da incerteza combinada (uc) para o0 método em questéo.

U = \/(uRepro)z + (uPadroniza(;éo)Z + (uDeterminagﬁo)z (7)

Em que (u;) € a Incerteza combinada, (ugpro) € @ Incerteza da preciséo intermediaria
(reprodutibilidade intralaboratorial), (4pgaronizacao) € @ Incerteza associada a padronizagdo do

tiossulfato de s6dio € (Upeterminacao) € @ INCerteza associada a determinagéao de peroxido

3.4.4.1 Determinacdo da incerteza expandida do método
Para a determinacdo da incerteza expandida do método, foi necessario conhecer o grau

de liberdade efetivo (v, sf) e o fator de abrangéncia (k), os quais puderam ser estimados a partir

das Equacbes 8 e 9.
u4—
veff = Cu?

n
i=

= (8)
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kos 45 => (= invt(0,0455; vff) 9

Desse modo, para encontrar a incerteza expandida do método (U), foi utilizada a
Equacdo 10, em que se multiplica a incerteza combinada (uc) oriunda de todas as fontes

consideradas pelo fator de abrangéncia (kgs 45).

U = kos 45. U (10)

3.4.5 Teste de Grubbs

Para verificar a presenca de possiveis outliers (pontos anémalos) em cada conjunto de
dados, foi realizado o teste de Grubbs com 95% de confianca, (Equacdo 11). O resultado foi
comparado com o0 Geritico tabelado, de acordo com o nimero de repeticdes e o nivel de confianca,
em que se Gealculado > Geritico, 0 resultado seria um indicativo da presenga de um outlier
(MILLER, 2002).

(11)

Em que (x;) é o resultado individual de cada replicata, (x) é a média de todos os resultados e

(s) é o desvio padrdao amostral relativo ao conjunto de dados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES PRELIMINARES

4.1.1 Padronizacgéo da solucéo de Na2S203

De acordo com a instrucdo interna do laboratorio, foram realizadas 4 replicatas por

solugéo a ser padronizada cujos resultados estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados referentes ao procedimento de padronizacéo da solucéo de tiossulfato.

Massa do V titulante - Vbranco ~ Concentragao Teste de

Replicata padréo(g) (mL) obtida (mol.L) Grubbs
(Gcalculado)

1 0,0209 44,40 0,0096 1,3061

2 0,0206 42,60 0,0099 0,2341

3 0,0204 41,00 0,0101 0,9335

4 0,0233 47,20 0,0101 0,6067

Fonte: O autor (2022).

Considerando os dados da Tabela 3, para um nivel de confianca de 95% e nimero de
replicatas igual a 4, cujo Geritico = 1,481, pOde-se observar que os valores de Geaiculado fOram
menores que 0 Geritico Para todas as replicatas analisadas. Assim, conclui-se que ndo houve
diferenga significativa entre os resultados obtidos, demonstrando-se, portanto, a auséncia de
outliers nos resultados (MILLER, 2002). As médias dos resultados das concentracdes, o fator

de correcéo calculado e o desvio padréo foram dispostos na tabela 4.
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Concentracao Meédia das Fator de correcéo Desvio padréao
tedrica (mol.LY)  concentracgdes (mol.L?) f) (s)
0,01 0,0099 0,99 0,0002

Fonte: O autor (2022).

O fator de correcdo calculado (Tabela 4) apresentou um resultado satisfatorio de acordo

com o limite de controle interno do laboratério, que era de no méximo 1,13 e no minimo 0,87.

Nesse sentido, a cada parametro de validacdo avaliado era feita uma nova solucéo de tiossulfato

e, por conseguinte, uma nova padronizacdo, uma vez que, devido a sua instabilidade, esta tinha

validade de apenas um dia. Desse modo, foi feito um acompanhamento da estabilidade da

solucdo de tiossulfato de sddio conforme pode ser observado na Figura 15.

Figura 15 - Estabilidade da solugo de tiossulfato 0,01 mol.L*
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Fonte: O autor (2022).

0,00945

11
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Ao analisar a Figura 15 percebeu-se que houve um decréscimo considerdvel da
concentracédo da solugéo em questéo, corroborando com o que Skoog et al. (2014) e Andrade
(2001) relatam em suas pesquisas. Os autores afirmam que h& decomposicao de solucbes de
tiossulfato pela acdo de microrganismos, presenca de ions cobre (1), exposicdo a luz, bem como

pela propria concentragdo mais diluida da solugdo, entre outros.

4.2 PRECISAO

4.2.1 Repetibilidade
Podem ser observados na Tabela 5 e 6, os resultados referentes ao parametro de

repetibilidade obtidos pelo analista 1, nos dias 1 e 2 (niveis 1 e 2).

Tabela 5 - Resultados obtidos no teste de repetibilidade (nivel 1).

Teste de
_ Massa Resultado (mEq
Replicata Vtitulante - V branco (ML) Grubbs
(@) de O2.kg?)
(Gcalculado)
1 5,0023 0,25 0,4958 1,0905
2 5,0046 0,30 0,5946 0,7496
3 5,0181 0,30 0,5930 0,7198
4 5,0174 0,30 0,5931 0,7213
5 5,0076 0,25 0,4952 1,1002

Fonte: O autor (2022).

Na tabela 6 encontra-se o conjunto de resultados referentes ao nivel 2.
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Tabela 6 - Resultados obtidos no teste de repetibilidade (nivel 2).

Resultado (mEq Teste de

Replicata Massa  Viitulante - V branco (ML) de O2.kg?) Grubbs
9) (Gealculado)

1 5,0021 0,65 1,3592 1,4050

2 5,0086 0,70 1,4618 0,0135

3 5,0055 0,70 1,4627 0,0012

4 5,0036 0,75 1,5678 1,4232

5 5,0061 0,70 1,4626 0,0036

Fonte: O autor (2022).

Analisando as Tabelas 5 e 6, para um nivel de confianca de 95% e nimero de replicatas
igual a 5, cujo Geritico = 1,715, observou-se que ndo houve diferenga significativa entre 0s
resultados obtidos, e portanto, a presenca de outliers nos resultados foi descartada (MILLER,
2002). As médias dos resultados das concentrac6es, o desvio padréo e o coeficiente de variacao

estdo dispostos na Tabela 7.

Tabela 7 - Avaliacéo da preciséo (repetibilidade) dos conjuntos de dados.

Meédia das
Nivel concentracoes Desvio padréo CV (%)
(mEq de O2/kg) (s)
1 0,5544 0,0537 9,6935
2 1,4280 0,1078 7,5478

Fonte: O autor (2022).

Os valores de CV referentes aos dois niveis atendem ao critério de aceitagdo do Manual
de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA para avaliagdo da preciséo (repetibilidade), uma

vez que ambos apresentaram um CV menor que 20%.
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4.2.2 Precisdo intermediéria (reprodutibilidade intralaboratorial)

Nesta etapa, além da variacdo temporal envolvida nas determinacdes, a variagdo de
analistas traz uma fonte de variabilidade adicional ao processo. Neste contexto, a tabela 8 retine

os resultados das replicatas obtidas pelos analistas 1 e 2, nos dias 3 e 4 do estudo (nivel 3).

Tabela 8 - Resultados obtidos para o teste de precisdo intermedidria (nivel 3).

Resultado
_ ) Teste de
Analista Replicata Massa (g) Vititulante - V (mEq de
ML) Onkg) Grubbs
branco (M 2.Kg"
(Gcalculado)
1 5,0106 6,5 12,3746 1,6215
2 5,0105 57 10,8518 1,1093
1 3 5,0145 59 11,2236 0,4425
4 5,0132 5,8 11,0362 0,7785
5 5,0071 6,2 11,8117 0,6121
1 5,0003 6,2 11,8277 0,6409
2 4,9949 6,2 11,8405 0,6638
2 3 5,0149 6,3 11,9835 0,9203
4 5,0023 57 10,8695 1,0774
5 4,9955 57 10,8843 1,0509

Fonte: O autor (2022).

Ao analisar a Tabela 8, para um nivel de confianca de 95% e nimero de replicatas igual
a 10, cujo Geritico = 2,290, pbde-se observar que para o0 conjunto de dados da precisdo
intermediaria 0 Gealculado O menor que 0 Geritico tabelado em todas as replicatas analisadas.

Desse modo, ndo houve diferenca significativa entre os resultados obtidos, ndo tendo evidéncia



52

portanto, da presenca de pontos andmalos nos resultados (MILLER, 2002). Os resultados das

concentragdes, 0 desvio padrdo e o coeficiente de variagcdo foram dispostos na tabela 9.

Tabela 9 - Avaliagdo da precisédo intermediaria do conjunto de dados.

Média das
Nivel concentracodes Desvio padréo (s) CV (%)
ive
(mEq de O2.kg™?)
3 11,4704 0,5576 4,8616

Fonte: O autor (2022).

Assim como os demais niveis avaliados, o valor encontrado para o CV no nivel 3
também atende ao critério de aceitacdo do Manual de Garantia da Qualidade Analitica do
MAPA (CV < 20%).

4.3 LIMITE DE QUANTIFICACAO

Devido aos critérios de aceitacdo de repetibilidade terem sido atendidos para a
concentracéo de 0,55 mEq de O2.kg™, e por esta ter sido a menor concentragdo possivel a ser
quantificada no estudo, definiu-se a mesma como o limite de quantificacdo do método adotado

pelo laboratorio.

4.4 FAIXA DE TRABALHO (FAIXA DE APLICA(;AO DO METODO)
A faixa de aplicacdo do método para o indice de perdxido, a partir das amostras

utilizadas no estudo, foi de 0,55 (nivel 1) a 11,47 mEq de O2/kg de matéria gorda (nivel 3).

4.5 ESTIMATIVA DE INCERTEZA DE MEDICAO

Para identificar as fontes de incerteza do processo foi utilizada a ferramenta da
qualidade “diagrama de Ishikawa”, como pode ser visualizado na Figura 16. Avaliando as
etapas da metodologia, consideram-se as seguintes fontes de incerteza sobre o resultado da
andlise: da precisdo intermediaria, da determinacdo do peroxido e da padronizacdo do

tiossulfato.
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Figura 16 - Diagrama de Ishikawa para a metodologia de determinacéo do teor de per6xido em manteigas.
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Fonte: O autor (2022).

Apos a identificacdo das fontes de incerteza (Figura 16), faz-se necessario determina-
las. Para isso, foram considerados o desvio padrdo da precisdo intermediaria, 0 nimero de
replicatas envolvidas, as incertezas expandidas descritas nos certificados de calibracdo
(equipamentos/vidrarias) e de analise (MRC), bem como os tipos de distribuicdo de

probabilidade e o fator de abrangéncia.

4.5.1 Incerteza associada a precisdo intermediaria (reprodutibilidade intralaboratorial)

A contribuicdo associada a precisdo intermediaria (ugepr,) do0s dados obtidos foi
calculada conforme Equacéo 12.
S
URepro = 77— (12)
Em que:

s = Desvio padrdo da precisdo intermediaria

n = namero de replicatas da precisdo intermediaria

A incerteza vinculada a esta fonte enquadra-se no tipo A, que considera a distribuicéo
estatistica de uma série de dados, sendo, portanto, associada a distribuicdo de t-student (GUM,
2008).
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4.5.2 Incerteza associada a padronizagdo (Na25203)

A incerteza associada a este processo foi obtida a partir da raiz quadrada do somatério
dos quadrados das incertezas combinadas associadas a pureza do padréo primario (K2Cr207),
etapa de pesagem, resolucdo da balanca, volume do titulante utilizado, resolucdo da bureta
utilizada na titulacdo e o desvio padrdo das repeticbes. As equacdes 13, 14, 15, 16 e 17
demonstram de forma detalhada como se procedeu o célculo dos componentes da incerteza

combinada associada a esse procedimento.

uPadronizagéo = \/(uPesagem)z + (uVolume)z + (uPureza)z + (ureplicatas)2 (13)
Upal u luga

Upesagem = \/(%)2 + (%)2 (14)

— Ubureta 50mL~ 2 Uresolugio~ 2 15

Uyolume = ( k ) + ( NG ) ( )

Upyreza = % (16)

__ Udesvio padrio
uReplicatas - -1 (17)

Os valores de “k” foram obtidos a partir dos certificados de calibracdo de cada
instrumento ou, no caso do padréo primario, do certificado de analise fornecido pelo fabricante.

Para o célculo da incerteza associada a resolucdo da bureta e da balanca, foram utilizadas as

distribuicbes de probabilidade do tipo triangular (v6) e retangular (/3 ), respectivamente
(MAPA, 2015).

4.5.3 Incerteza associada a determinacao de Peroxido

A incerteza associada a essa analise foi obtida a partir da raiz quadrada do somatorio
dos quadrados das incertezas combinadas ao fator de correcdo, pesagem da amostra, resolugédo
da balanca, volume titulado e resolugdo da bureta utilizada na titulagdo. A equacdo 18

representa esse calculo.
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uD@t@Tmina(,‘éo = \/(Tf/f;?_io;)z + (ubaijnca)z + (ures.il/%lanca)z + (ubure;: 10mL)2 + (7”'7”351’#9“‘)2(18)

4.5.4 Determinacdo das incertezas padréo associadas ao metodo

Apos o tratamento dos dados apresentados no item 4.2.2 deste trabalho e utilizando as
equacOes citadas anteriormente, foram obtidas as incertezas associadas ao processo de
validacdo (detalhadas na imagem c) do Apéndice A) e dispostas, resumidamente, na Tabela 10.

Tabela 10 - Incertezas padréo associadas a cada etapa do processo de validacao.

Fonte Incerteza padrédo (mEq de O2.kg?)
Incerteza expandida da balanca 0,000004
Resolucéo da balanga 0,000007
Incerteza do Fator f 0,016726
Incerteza expandida da bureta 10 mL 0,009145
Resolucédo da bureta 10 mL 0,040416
Desvio padréo da precisao 0,152833

intermediaria

Fonte: O autor (2022).

As incertezas padréo das fontes identificadas na Tabela 10 foram, percentualmente,

ilustradas na Figura 17.
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Figura 17 - Percentual das Incertezas padréo associadas ao processo de validacgéo.

ui da resolucdo - balanca '
ui da balanca I
ui do Fator f l
ui da bureta 10 mL '

ui da resolucdo - bureta 10 mL '
ui da precisdo intermediaria '

0 20 40 60 80 100

Percentual de contribuicdo (%)
Fonte: O autor (2022).

A Figura 17 demonstra que a incerteza padrdo referente a precisdo intermediaria
apresentou a maior contribui¢éo entre as incertezas padréo determinadas. Tal fato pode ter como
lastro, a resolucgéo elevada da bureta empregada nas determinac6es, considerando a faixa de
concentracdes da matriz em estudo, ou ainda a necessidade de um maior alinhamento entre 0s
analistas participantes do experimento. Nesse sentido, para que haja uma diminuicdo na
dispersdo entre os dados obtidos (um menor desvio padrdo associado), sugere-se a realizacdo
de novo treinamento, bem como a utilizagdo de uma bureta de menor resolucéo a fim de reduzir

a influéncia desta provavel fonte de desvio.

4.5.5 Determinacdo da incerteza expandida do metodo

Em relacdo a estimativa incerteza, os valores do resultado da determinagdo do indice
de peroxido, da incerteza combinada (u.), graus de liberdade efetivo (v.sf), fator de
abrangéncia (k) e incerteza expandida do método (U), com uma probabilidade = 95% de

confianca, foram dispostos na Tabela 11.
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Tabela 11 - Dados da estimativa de incerteza do método analitico.

indice de Incerteza Graus de Fator de Incerteza
peroxido (mEq Combinada liberdade abrangéncia Expandida do
de O2.kg?) (uy) efetivo (vegy) (k) método (U)
0,59 0,16 11 2,28 0,36

Fonte: O autor (2022).

Dessa forma, de acordo com os parametros de validacdo propostos, obteve-se o
resultado de 0,59 + 0,36 mEq de O..kg™. Nesse sentido, vale a pena destacar que o valor
determinado para incerteza expandida do método encontra-se abaixo do limite de quantificacéo,
estando, portanto, em conformidade com os requisitos internos exigidos pelo LFDA-PE (IQA-

POA) para a determinacdo do indice de perdxido em manteigas.
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5 CONCLUSAO

A verificacdo/validacdo de uma metodologia se configura como principal rota
norteadora para a implantacdo de uma técnica em um laboratério de anélise quimica, que 0s
resultados obtidos sejam confidveis e rastreaveis. Tais caracteristicas sdo de suma importancia,
sobretudo, quando a determinacdo da identidade e qualidade alimentar esta envolvida no estudo.

A validacdo da determinacdo do indice de peroxido em manteiga realizada neste
trabalho obteve resultados dentro da conformidade para todos os parametros avaliados:
precisdo, limite de quantificacdo e faixa de trabalho. Além disso, a estimativa de incerteza de
medicdo também foi calculada, e seu resultado mostrou-se em conformidade em relagdo ao
critério de aprovacao interno do laboratorio.

Na esfera profissional e educacional este estudo teve grande relevancia na expansdo dos
conhecimentos relativos a metrologia (aspectos tedricos e praticos da medic¢do), ao tratamento
estatistico de dados e a rotina dentro de um laboratério de fiscalizacdo de produtos de origem

animal.
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APENDICE A - DADOS RELATIVOS AS FONTES DE INCERTEZA

a) Incerteza da Padronizacdo do Tiossulfato de Sodio

Coeficiente de — G d
Fontes de incerteza Distribuigdo sensibilidade | "C°T°? oraus o
i, padrdo liberdade | Porcentagem
de Divisor i e
. de Contribuicdo
) Valor de ) probabilidade
Qrigem Fonte . Unidade Valor ;[ moliL | Vi
m Incerteza expandida da balanca 0,00006 g normal {k) 2.00 0.466 0,000014 o 0,91
mn Resolugdo da balanca 0.00010 g retangular 1.73 0.4656 0.000027 o 338
[ Incerteza expandida da bureta 50 mL 0,00900 L normal {k) 2.02 -0.0002 -0,000001 o 0,00
v Resolugdo da bureta 50 mL 0.10000 L triangular 245 -0.0002 -0.000009 o 0.40
T Incerteza expandida da pureza do padrio 0,00004 adm normal {k) 2,00 1,0000 0,000022 o 226
Tivo 4 Desvio padrdo das repeticdes 0.0002 N t-student 1.73 1.0000 0.000141 3 93.05
Incerteza padréo Graus de liberdade Fator de abrangéncia Incerteza expandida (U) Unidad
combinada () (ver) (k) {Probabilidade = 95%) nicade
0,00015 3 3.3 0,0005 mol/L (N}
Expressao do resultado
0,0099 + 0,0005 mol L' (N)
. o 8.’\.’,-_\;‘__“:" 0.1 1000
Coeficiente de sensibilidade para Massa: 3 TEE = —
Mg e 02 '[,-I.\_-ME:O’ v 49,031
. " AN , Mie oo x 1000
Coeficiente de sensibilidade para Valume: (NapSals) _ _ __ (EaCra0y
Winonon  Vivassop® X 49,031
b) Incerteza do Fator f
Coeficiente de o a d
Fontes de incerteza Distribuigdo sensibilidade LEIEEE EELY
padrédo liberdade | Porcentagem
de Divisor ci =
= de Contribuicdo
i Valor de . probabilidade
Origem Fonte Entrada Unidade Valor ;[ moliL ] Vi
Creal Incerteza do Creal 0,0005 Mol/L t-student 3.3 100,000 0,014630 3 100,00
Incerteza padrdo Graus de liberdade Fator de abrangéncia Incerteza expandida (U) Unidad
combinada (u) (ver) (k) (Probabilidade = 95%) nidade
0,01463 3 L 0,0484 adimensional
Expressao do resultado
0,9920 * 0,0484 mol L™ (N)
: - of 1
Coeficiente de sensibilidade para C real: ac =
Real redrica
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Coeficiente de Incert e d
Fontes de incerteza . sensibilidade LEZ ?.Zﬂ .raus 3
Distribuicio de| .. = - padrdo liverdade |Porcentagem de
probabilidade - Contribuigio
. Valor de . .
Origem Fonte Entrada Unidade Valor u,[ mEgikg ] v
f Incerteza do Fator f 00,0484 adim t-student 1,73 0,599 0,0167256 3 1,10
ma Incerteza expandida da balanca 0,00006 g normal (k) 2,00 -0,1185 -0,000004 w© 0,00
ma Resolucéo da balanca 0,00010 g retangular 1,73 -0,1185 -0, 000007 w© 0,00
I Incerteza expandida da bureta 10 mL 0,00800 mL normal (k) 1,73 1,9800 0,009145 = 0,33
v Resolucdo da bureta 10 mL 0,05 mL triangular 2,45 1,9800 0,040416 w© 644
Tipo 4 Desvio padrdo da precisdo intermediaria 0,4585 mEgikg t-student 3,00 1,0000 0,152833 9 92,12
Incerteza padréo Graus de liberdade Fator de abrangéncia Incerteza expandida (U) Unidade
combinada () (Var) (k) (Probabilidade = 95%)
0,16 11 2,28 0,36 mEq 0; / kg
| Expressio do resultado |
| 0,59 + 0,36 mEq 0,/ kg |
. Vi , x 1000
Coeficiente de sensibilidade para o fator: 9lpersviao — _WNe;5.05)
af m,
. . . Olp s x 1000
Coeficiente de sensibilidade para volume de tiossulfato: Peroxido _ f
av m

a

Coeficiente de sensibilifade para a massa da amostra: lporsuido = _

dm, =
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