
ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

278   

Validação intralaboratorial de metodologia quantitativa 
para determinação de L-fenilalanina em farinha de trigo por 
espectrofotometria derivada segunda

Single-laboratory validation of a quantitative methodology for determination 
of L-phenylalanine in wheat flour by second derivative spectrophotometry

Raquel Linhares CARREIRA1, Camila Salles RAMOS1, Lidiane Amorim MUNDIM1, Letícia Gonçalves LIMA1, 
Scheilla Vitorino Carvalho de SOUZA2, Marialice Pinto Coelho SILVESTRE1*

Endereço para correspondência: Laboratório de Bromatologia-Pesquisa,, Departamento de Alimentos, Faculdade de Farmácia,, 
Universidade Federal de Minas Gerais. Av. Presidente Antônio Carlos, 6627, CEP 31.270-901, Belo Horizonte, MG, Brasil.
e-mail: malice@farmacia.ufmg.br
1Laboratório de Bromatologia-Pesquisa, Departamento de Alimentos, Faculdade de Farmácia, Universidade Federal de Minas 
Gerais,.
2Regra Consultoria e Projetos Ltda.
Recebido:  23.07.2009 – Aceito para publicação: 31.08.2009

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi validar um método quantitativo para determinação de L-fenilalanina (Fen) em farinha de trigo 
por espectrofotometria derivada segunda. A amostra de farinha de trigo, na quantidade de 0,525g, foi submetida à hidrólise 
ácida com HCl a 5,7 mol/L, a 110 °C, por 24 h. O material hidrolisado foi reconstituído para 50 mL com tampão fosfato 
de sódio a 0,1 mol/L, pH 7,0. As soluções preparadas a partir dessa amostra foram submetidas às leituras de absorvância, 
entre 230 nm e 280 nm, em espectrofotômetro UV/VIS. Os espectros de derivada segunda foram traçados e os valores 
das áreas dos picos negativos foram utilizados para estimar os teores de Fen. A linearidade do método foi demonstrada 
na faixa de 0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL (correspondente a teores de 251 mg/100g a 877 mg/100g de Fen em farinha de 
trigo). Efeitos de matriz foram observados. A determinação de Fen não sofreu interferência de compostos como L-tirosina 
e L-triptofano. As porcentagens de recuperação variaram de 81 % a 118 % e os desvios padrão relativos de repetitividade 
e reprodutibilidade parcial foram respectivamente 11 % e 15 %, para amostras contendo 354 mg/100g, demonstrando 
adequada recuperação e precisão do método. Os limites de detecção e quantifi cação foram, respectivamente, 63 mg/100g 
e 175 mg/100g. Os parâmetros de desempenho estudados indicaram adequação do método para o monitoramento e 
controle de teores de Fen em farinha de trigo.

Palavras-chave.L-fenilalanina, farinha de trigo, espectrofotometria derivada segunda, validação de métodos.

ABSTRACT

The aim of this paper was the validation of a methodology for determination of L-phenylalanine (Phe) in wheat fl our by 
second derivative spectrophotometry. For this purpose, 0.525g of wheat fl our was hydrolyzed with HCl 5.7 mol/L at 110 °C 
for 24 h. This material was diluted to 50 mL with 0.1 mol/L sodium phosphate buffer, pH 7.0. The solutions prepared from 
this hidrolyzed were measured on UV/VIS spectrophotometer at wavelength range from 230 nm to 280 nm. The second 
derivative spectrophotometry’s spectra were plotted and the values of the negatives peaks areas were used for estimating the 
Phe contents. Linearity was demonstrated in the range of 0.010 mg/mL to 0.035 mg/mL (corresponding to 251 mg/100g to 
877 mg/100g of Phe in fl our). Matrix effects were observed. The Phe determination was not affected by similar compounds 
such as L-tyrosine and L-tryptofan. The recoveries ranged from 81 % to 118 % and the relative standard deviation under 
repetitivity and within-reproducibility conditions were 11 % and 15 %, respectively, for samples at 354 mg/100g, showing 
the adequate recovery and precision of the methodology. The limits of detection and quantifi cation were 63 mg/100g 
and 175 mg/100g, respectively. The studied parameters indicated that this methodology is suitable for monitoring and 
controlling of Phe contents in wheat fl our

Key words. L-phenylalanine, wheat fl our, derivative spectrophotometry, method validation.
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Ichikawa e Hiroshi 17,18,19,20 relataram a efi ciência 
da EDS para medir Fen em proteínas ou em hidrolisados 
proteicos. Estes autores, primeiramente, examinaram 
resíduos de Fen em proteínas e demons traram que entre 
245 nm e 270 nm os resíduos de aminoácidos de L-tirosina 
e L-triptofano não interferiram signifi cativamente nas 
propriedades da Fen. Dois anos mais tarde, determinaram 
Fen, por esta técnica, em proteínas desnaturadas, 
encontrando resultados que concordavam com os 
descritos na literatura. Vários autores têm relatado a 
grande confiabilidade do uso da EDS, nesta faixa de 
comprimento de onda, para quantifi car os resíduos de Fen 
em proteínas, desde que variáveis como o pH e a adição de 
outras substâncias sejam controladas 13,15,16,17,19,20,21,22,23.

Ressalta-se, ainda, que no laboratório onde o 
presente trabalho foi desenvolvido, a EDS foi utilizada, 
com êxito, para a avaliação do grau de exposição 24 e 
para a quantifi cação de Fen em diversos hidrolisados 
proteicos 25,26,27,28,29.

A farinha de trigo ocupa um lugar relevante na 
alimentação do brasileiro, com grande utilização no 
preparo de alimentos, tanto em nível doméstico quanto 
industrial. Entretanto, sua introdução na alimentação de 
fenilcetonúricos é restrita, e depende do nível de Fen no 
soro destes pacientes, pois faz parte dos alimentos de uso 
proibido para PKU 30. Neste sentido, a confi abilidade dos 
resultados das determinações dos teores Fen em farinhas 
é determinante para que este alimento seja utilizado de 
maneira segura nas dietas de fenilcetonúricos.

Apesar de fundamentais para a garantia da 
confi abilidade dos resultados de ensaios, as validações 
de métodos ainda têm sido reconhecidas como um 
dos pontos críticos em sistemas de gestão da qualidade 
laboratoriais 31. Processos de validação que fornecem 
parâmetros de desempenho, indicando adequação para 
uso de um determinado método, têm dominado as 
aplicações práticas. Todavia, considerando que estudos 
de validação são fundamentalmente baseados em testes 
de hipóteses estatísticas, procedimentos de validação 
também devem fornecer uma verifi cação básica de que as 
premissas, feitas com relação aos princípios destes testes, 
não sejam violadas 32.

Considerando que não existem relatos na 
literatura sobre o emprego da EDS para a quantifi cação 
de Fen em farinha de trigo, bem como, sobre a validação 
de métodos quantitativos para a análise de Fen em farinha 
de trigo ou outros alimentos por EDS ou outras técnicas, 
este trabalho objetivou a validação intralaboratorial de 

INTRODUÇÃO

A Fenilcetonúria (PKU) é uma desordem autossomal 
recessiva, causada pela defi ciência ou ausência da atividade 
da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), resultando 
em redução ou ausência da conversão da L-fenilalanina 
(Fen) em L-tirosina e, consequentemente, no aumento da 
produção de metabólitos, tais como, fenilactato, piruvato, 
ortohidroxi-fenilacetato e feniletilamina 1,2,3. O acúmulo 
desses metabólitos anormais e de Fen no plasma podem 
ocasionar graves consequências no sistema nervoso 
central, ainda durante a infância, assim como falhas no 
andar ou falar, tremor, microcefalia, falhas no crescimento 
e retardo mental, progressivo e irreversível 2,3.

O tratamento da PKU é basicamente dietético e 
consiste na redução dos níveis plasmáticos elevados de Fen 
para concentrações consideradas não lesivas ao sistema 
nervoso, de acordo com a faixa etária do paciente 2,3,4,5. Esta 
dieta pobre em Fen deve ser iniciada até o terceiro mês de 
vida do recém-nascido e mantida por toda a vida 3,6,7,8.

Dentro do grupo de erros inatos do metabolismo 
de aminoácidos, a PKU é a manifestação clínica mais 
encontrada 3. A PKU acomete aproximadamente 1:8.000 
recém-nascidos na Europa Ocidental, em média 1:10.000 
nos Estados Unidos, mas é muito mais rara em japoneses e 
quase desconhecida em africanos. Já no Brasil, a incidência 
é de uma criança fenilcetonúrica a cada 15.000 recém-
nascidos, ocorrendo variações de prevalência de acordo 
com a região geográfi ca 1,4,5.

Os produtos designados para grupos especiais de 
consumidores, como os fenilcetonúricos, devem apresentar, 
de forma bem especifi cada, o teor dos componentes cuja 
ingestão deve ser controlada. Para isto, a dosagem de Fen 
nos alimentos deve ser realizada empregando-se métodos 
analíticos confi áveis 9.

Várias técnicas podem ser utilizadas para dosar 
o teor de Fen nos alimentos, tais como analisador de 
aminoácidos, cromatografi a líquida de alta efi ciência 
(CLAE) 9,10,11, pelo emprego de um sensor enzimático 
de membrana, “enzyme membrane sensor”8, CLAE 
hidrofílica 12 e cromatografia gasosa acoplada a 
espectrometria de massas (CG-EM) 9. 

A espectrofotometria derivada segunda (EDS) 
é uma técnica analítica simples, rápida e de custo baixo, 
considerada, por vários autores, como um método 
quantitativo e qualitativo vantajoso, de grande utilidade. 
Baseia-se na derivação do espectro de absorção normal 
dos compostos analisados 13,14,15,16. 
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utilizadas no ajuste do pH para 7,0 (Potenciômetro, 
Quimis, Q 400 A, Diadema, SP, Brasil). Esta solução 
tampão foi preparada no mesmo dia dos ensaios, sendo 
armazenada sob refrigeração entre 2 ºC e 8 ºC, até o 
momento do uso.

Solução de ácido clorídrico 5,7 mol/L
Ácido clorídrico concentrado 37 % (Synth, Diadema, SP, 
Brasil) (48 mL) foi diluído com 52 mL de água destilada 
e deionizada. Esta solução foi preparada semanalmente e 
mantida armazenada entre 20 ºC e 30 ºC.

Solução de hidróxido de sódio 3 mol/L
O hidróxido de sódio (Synth, Diadema, SP, Brasil) na 
quantidade de 120,00 g foi pesado (balança analítica 
eletrônica, Hangping, FA2004, Shanghai, China) e 
dissolvido em água destilada e deionizada, em banho 
de gelo, e transferido para um balão volumétrico de 
1000 mL, completando-se o volume com água destilada 
e deionizada. Esta solução foi preparada semanalmente e 
mantida armazenada entre 20 ºC e 30 ºC.

  Procedimento analítico
Hidrólise ácida
A farinha de trigo tipo I foi submetida à hidrólise sob 
vapor ácido (HCL a 5,7 mol/L, 110 °C, 24 h) para 
liberação da Fen. Assim, pesou-se 0,525 g de farinha de 
trigo (balança analítica eletrônica, Hangping, FA2004, 
Shanghai, China), quantidade esta que foi uniformemente 
distribuída em 12 tubos de borossilicato de 0,5 cm de 
diâmetro (Hialoquímica, Belo Horizonte, MG, Brasil). 
Estes tubos foram agrupados em um frasco maior, ao 
qual foi adicionado 0,75 mL de HCl a 5,7 mol/L. Este 
frasco foi fechado, mantido sob vácuo por 30 min e levado 
para hidrólise à 110 °C em estufa (Quimis, Q-317B- 12, 
Diadema, SP, Brasil), por 24 h. O material presente nos 
tubos foi reconstituído em tampão fosfato de sódio 
0,1 mol/L pH 7,0. Seguiu-se o ajuste do pH para 7,0 
(pHmetro Quimis, Q 400 A, Diadema, SP, Brasil) com 
solução de hidróxido de sódio a 3 mol/L e a transferência 
para balão volumétrico de 50 mL, completando-se o 
volume com a solução tampão fosfato de sódio 0,1 mol/L 
pH 7,0. A amostra hidrolisada foi fi ltrada (papel de fi ltro 
qualitativo, J.Prolab, São José dos Pinhais, PR, Brasil) 
e armazenada sob refrigeração até o momento do uso. 
Desta solução de farinha hidrolisada, foram retirados 
1,9 mL completando-se o volume para 5 mL em balão 

um método de ensaio com propósito de quantifi cação de 
Fen em farinha de trigo por EDS.

MATERIAL E MÉTODOS

  Amostras
Foram utilizados 5 pacotes de farinha de trigo tipo 
I, contendo 1 kg cada, amostrados aleatoriamente e 
adquiridos em um único comércio de Belo Horizonte, 
MG, Brasil. Estas amostras da mesma marca e lote foram 
devidamente homogeneizadas, por quarteamento, 
e armazenadas em frascos de vidros, devidamente 
identifi cados e hermeticamente fechados, sob refrigeração 
entre 2 ºC e 8 ºC.

  Reagentes e soluções
Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico.

Soluções estoque de L-fenilalanina, L-tirosina e 
L-triptofano de 0,001 mol/L
As soluções estoque de aminoácidos foram preparadas 
por pesagem (balança analítica eletrônica, Hangping, 
FA2004, Shanghai, China) e dissolução de 0,0041 g, 
0,0045 g e 0,0051 g dos respectivos padrões de Fen, 
L-tirosina e L-triptofano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
para 25 mL de tampão fosfato de sódio a 0,1 mol/L, 
pH 7,0, em balão volumétrico. Estas soluções foram 
preparadas no mesmo dia dos ensaios, sendo mantidas 
armazenadas sob refrigeração entre 2 ºC e 8 ºC, até o 
momento do uso.

Curva de calibração de L-fenilalanina, L-tirosina e 
L-triptofano
Soluções de 0; 0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 0,030 e 0,035 mg/
mL foram preparadas pela diluição de alíquotas de 0; 303, 
454, 605, 757, 908 e 1059 µL (Pipetman P100 e P1000) das 
respectivas soluções estoque para 5 mL de tampão fosfato 
de sódio a 0,1 mol/L, pH 7,0, em balão volumétrico. Estas 
soluções foram preparadas no momento dos ensaios.

Tampão fosfato de sódio 0,1 mol/L pH 7,0
O fosfato de sódio monobásico (solução A) (Synth, 
Diadema, SP, Brasil) na quantidade de 24,01 g e 28,40 g 
de fosfato de sódio bibásico (solução B) (Synth, Diadema, 
SP, Brasil) foram pesados (balança analítica eletrônica, 
Hangping, FA2004, Shanghai, China) e diluídos, 
separadamente, para 1000 mL de água destilada e 
deionizada, em balão volumétrico. Estas soluções foram 
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volumétrico, com tampão fosfato de sódio a 0,1 mol/L 
pH 7,0.

Determinação espectrofotométrica da L-fenilalanina
As soluções foram submetidas às leituras de absorvância 
entre 230 nm e 280 nm em espectrofotômetro CECIL 
(modelo CE2041, Buck Scientifi c, Inglaterra), para cobrir a 
faixa de absorção da Fen que varia de 245 nm a 270 nm 16. 
Os espectros de derivada segunda foram traçados em 
computador com o software GRAMS-UV (Galactic 
Industries Corporation, Salem, NH, EUA), acoplado ao 
espectrofotômetro. Neste intervalo, a Fen apresentou picos 
negativos na derivada. A área do pico de maior amplitude, 
situado entre 255 nm e 260 nm, foi escolhida para ser 
integrada. Os valores das áreas correspondentes foram 
utilizados, na análise de regressão, para o cálculo do teor 
de Fen na farinha de trigo.

  Procedimento de validação
Os parâmetros linearidade, efeitos de matriz, seletividade, 
exatidão, precisão, limites de detecção e de quantifi cação do 
equipamento foram estabelecidos em ensaios com soluções 
padrão e materiais de referência. A adequação para uso do 
método foi avaliada em função dos parâmetros estudados 
e respectivos critérios de aceitabilidade definidos. O 
procedimento de validação adotado foi baseado em um 
delineamento experimental simples e testes estatísticos 
robustos, incluindo verifi cações das premissas relacionadas 
a cada teste 33,34,35. O nível de signifi cância adotado nos 
testes de hipóteses foi α  = 0,05.

Linearidade
Avaliação da linearidade foi conduzida conforme 
procedimentos propostos por Souza & Junqueira36. 
Uma curva de calibração foi preparada, nos níveis de 
concentração 0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 0,030 e 0,035 mg/
mL de Fen em tampão fosfato de sódio a 0,1 M pH 7,0 
(correspondentes a 251, 376, 501, 627, 752 e 877 mg/100g 
de Fen em farinha de trigo), sendo três replicatas inde-
pendentes de cada nível. As soluções foram analisadas em 
ordem aleatória. Brancos foram preparados em triplicata 
para avaliação do ruído, mas não foram incluídos nos 
cálculos da regressão.

Os parâmetros da regressão foram estimados 
pelo método dos mínimos quadrados ordinários 
(MMQO). Em seguida, gráfi cos dos resíduos da regressão 
foram construídos e examinados para investigação de 
perfi s óbvios, sendo indicados como outliers (valores 

dispersos) os pontos fora do intervalo ± t
(0,975;n–2) 

s
res

, 
sendo ress  o desvio padrão dos resíduos da regressão 37. 
Os outliers foram formalmente diagnosticados pelo 
teste de resíduos padronizados Jacknife 38. Este teste 
foi aplicado sucessivamente até que novos outliers não 
fossem detectados ou até uma exclusão máxima de 
22 % no número original de resultados 39. As premissas 
relativas à análise de regressão foram verifi cadas sendo: 
normalidade 40, homoscedasticidade 41,42 e independência dos 
resíduos da regressão 43. Testes de F foram conduzidos para 
verifi car o ajuste ao modelo linear por meio da avaliação das 
signifi câncias da regressão e do desvio da linearidade 44.

Efeitos de matriz
Para verifi cação dos efeitos de matriz, duas curvas de 
calibração foram estudadas nos níveis de 0,010; 0,015; 
0,020; 0,025; 0,030 e 0,035 mg/mL, sendo cada nível 
em três replicatas independentes, e analisadas em 
ordem aleatória, na mesma bateria analítica. A curva 
usual do analito foi preparada conforme descrito nos 
experimentos de avaliação da linearidade. Para a curva 
do analito na matriz utilizou-se 1,9 mL de extratos 
hidrolisados de amostras de farinha de trigo adicionados 
de 0, 303, 454, 605, 757, 908 e 1059 µL da solução estoque 
de Fen, completando-se o volume para 5 mL em balão 
volumétrico, com tampão fosfato de sódio a 0,1 mol/L 
pH 7,0. Os brancos preparados para cada curva não 
foram incluídos nos cálculos.

Os parâmetros da regressão foram estimados e as 
premissas relativas ao MMQO também foram verifi cadas 
para estas curvas. Uma vez comprovadas as premissas 
e o ajuste ao modelo linear, a inclinação e a interseção 
obtidas para a curva usual foram comparadas com 
aquelas calculadas para a curva em matriz. A premissa de 
homogeneidade das variâncias dos resíduos das curvas 
foi avaliada pelo teste de F 45, para verifi car se inclinações 
e interseções seriam comparadas pelo teste de t com as 
variâncias combinadas ou distintas 46.

Seletividade
Para complementar os estudos de efeitos de matriz, nos 
quais foram considerados interferentes oriundos das 
amostras, reagentes e materiais envolvidos nos ensaios, 
a seletividade também foi investigada por meio de 
experimentos com Fen na presença e ausência de outros 
aminoácidos aromáticos.

Três curvas de calibração foram construídas, 
sendo de L-tirosina, L-triptofano e Fen, cada uma com 3 
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dos resultados de recuperação 41,42, relativas à análise 
de variância, foram previamente testadas. Devido a 
indisponibilidade de farinha de trigo sem o analito 
Fen, os limites de detecção e de quantifi cação teóricos 
foram estabelecidos como a média das leituras obtidas 
para branco de solvente mais três e dez desvios padrão, 
respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

  Linearidade
Os resultados obtidos nos experimentos para avaliação da 
linearidade estão demonstrados nas Figuras 1, 2, 3, 4, 5 e 
na Tabela 1. As premissas de que os resíduos da regressão 
seguem a distribuição normal são homoscedásticos e 
independentes foram confirmadas, garantindo uma 
aplicação segura dos testes de hipóteses de t e F, além do 
emprego adequado do MMQO sem ponderações.

pontos (0,010, 0,020 e 0,035 mg/mL), em triplicata. Em 
seguida, três outras curvas de calibração foram preparadas, 
sendo a primeira contendo um pool dos três aminoácidos, 
a segunda com Fen associada à L-tirosina e a terceira 
composta por Fen e L-triptofano, todas nas concentrações 
de 0,010, 0,020 e 0,035 mg/mL, em triplicata.

Exatidão, precisão e limites
Devido à inexistência de materiais de referência certifi -
cados devidamente caracterizados para Fen em farinha 
de trigo, os parâmetros recuperação e precisão (sob 
condições de repetitividade e reprodutibilidade parcial) 
foram pesquisados em ensaios com materiais de referência 
(amostras previamente caracterizadas por CLAE no nível 
de 354 mg/100g, representativas dos níveis reportados 
para Fen em farinha de trigo em tabelas de composição 
centesimal, com valores médios de 400mg de Fen/100g 
de farinha de trigo) 47. Doze replicatas independentes 
destas amostras foram divididas em quatro lotes, com 
três replicatas cada, analisadas em quatro diferentes dias, 
por dois analistas. As concentrações de Fen foram preditas 
por meio de equações obtidas pelo método de adição de 
padrão de Fen nas amostras, devido aos resultados dos 
estudos de efeitos de matriz.

Os resultados de recuperação obtidos foram 
analisados quanto à presença de outliers pelo teste de 
Grubbs 48,49,50. As estatísticas de Grubbs para um outlier 
(G

1
), dois outliers vicinais (G

2
) e dois outliers polares (G

3
) 

foram calculadas simultaneamente para os resultados 
obtidos no nível de concentração estudado. A indicação 
de outlier por, pelo menos, uma destas estatísticas seria 
sufi ciente para excluir o dado. Após um primeiro ciclo, 
o teste de Grubbs foi sucessivamente aplicado até que 
novos outliers não fossem detectados ou até uma exclusão 
máxima de 22 % no número original de resultados de 
recuperação 39.

Inexatidão foi investigada por meio da média 
de recuperação obtida para as replicatas de amostras 
adicionadas no nível de concentração estudado, após o 
diagnóstico de outliers. O critério de aceitabilidade adotado 
foi de média de recuperação entre 80 % a 110 % 51.

As precisões sob condições de repetitividade e 
reprodutibilidade parcial foram expressas em termos 
de desvios padrão relativos e estimadas por análise 
de variância dos resultados de recuperação obtidos 
para as doze replicatas de amostras adicionadas no 
nível de concentração estudado52,53,54,55. As premissas 
de normalidade 40 e homoscedasticidade dos resíduos 

Tabela 1. Estatísticas da análise de variância da regressão, 
incluindo teste de desvio da linearidade, para curva de Fen 
em tampão fosfato de sódio 0,1M, pH 7,0 (0,010 mg/mL 
a 0,035 mg/mL)

Estatística Curva Usual

Regressão

F 1,146 x 10+3

Fcitrico 4,600

p p < 0,001

Desvio da linearidade

F 1,711

Fcitrico 3,478

p p > 0,05

F = razão entre variâncias, Fcitrico = valor crítico tabelado, 
P = significância

A Figura 1 ilustra os gráfi cos exploratórios dos 
resíduos da regressão com indicação dos outliers tratados. 
Os perfis destes gráficos de resíduos demonstraram 
que não houve tendências óbvias que demonstrassem 
heteroscedasticidade ou desvio de linearidade. Os 
intervalos de confiança dos resíduos (± t

(0,975;n–2) 
s

res
) 

sugeriram a presença dois outliers, sendo um no nível 
0,020 mg/mL e outro no nível 0,035 mg/mL, os quais 
foram confi rmados pelo teste de resíduos padronizados 
Jacknife.
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O gráfi co de Ryan-Joiner, ilustrado na Figura 2, 
indicou correlação significativa entre os resíduos da 
regressão obtidos para cada curva e os valores normais 
teoricamente esperados. O coefi ciente de correlação foi 
de 0,9895, com valor crítico de 0,9529, demonstrando 
que o desvio da distribuição normal não foi signifi cativo 
( p  > 0,10).

A premissa de homoscedasticidade dos resíduos 
da regressão foi confi rmada. A variabilidade dos resíduos 
ao longo das concentrações estudadas foi constante, uma 

vez que a estatística t de Levene, estimada em 0,676, não 
foi signifi cativa ( p  > 0,05) (Figura 3).

Houve independência dos resíduos da regressão. 
A estatística de Durbin-Watson calculada foi de 1,592 
( p  > 0,10), sugerindo que não houve autocorrelação 
(Figura 4).
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Figura 1. Gráfico exploratório dos resíduos da regressão da curva de Fen 
em tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 7,0 (0,010 mg/mL a 0,035 mg/
mL), com indicação dos respectivos outliers diagnosticados pelo teste de 
resíduos padronizados Jacknife.

ie  = resíduo da regressão, • = outlier, - - - - = (0,975; 2)n rest s−± .
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Figura 2. Gráfico de probabilidade normal da curva de Fen em tampão 
fosfato de sódio 0,1 M pH 7,0 (0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL).

ie  = resíduo da regressão, iq  = valor normal esperado,                           
R  = coeficiente de correlação de Ryan-Joiner, p  = significância 
do desvio da distribuição normal.
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Figura 3. Representação da homogeneidade das variâncias da curva de 
Fen em tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 7,0 (0,010 mg/mL a 0,035 mg/
mL) pelo teste de Levene modificado.

Lt  = estatística t de Levene, p  = significância, Grupo 1 = 0,010; 
0,015 e 0,020 mg/mL, Grupo 2 = 0,025; 0,025 e 0,030 mg/mL.
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Figura 4. Gráfico de Durbin-Watson da curva de Fen em tampão fosfato 
de sódio 0,1 M pH 7,0 (0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL).

ie  = resíduo da regressão, d  = estatística de Durbin-Watson, 
p  = significância.
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A regressão apresentou-se altamente signifi cativa 
( p  < 0,001), enquanto o desvio de linearidade não foi 
signifi cativo ( p  > 0,05) (Tabela 1), indicando linearidade 
na faixa estudada de 0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL. A 
curva de calibração com respectiva equação e coefi ciente 
de determinação está ilustrada na Figura 5.

 

y = (0,02835 ± 0,00084)x + (0,00005 ± 0,00002)

R2 = 0,9879
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Figura 5. Curva de calibração da curva de Fen em tampão fosfato de sódio 
0,1 M pH 7,0, na faixa de 0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL, com respectiva 
equação e coeficiente de determinação.

Abs = leitura de absorvância, y  = resposta, x  = concentração 
de Fen em mg/mL, 

2R  = coeficiente de determinação

  Efeitos de matriz
As curvas de calibração usual e em matriz, com respectivas 
equações e coefi cientes de determinação, obtidas nos 
estudos de efeitos de matriz estão apresentadas na 
Figura 6. Pelo teste de resíduos padronizados Jacknife 
foram detectados um outlier na curva usual e outro outlier 
na curva de matriz, ambos no nível 0,035 mg/mL. Todas 
as premissas relativas ao MMQO foram confi rmadas para 
as curvas de calibração usual e em matriz. Distribuição 
normal dos resíduos da regressão foi observada pelos 
coefi cientes de correlação de Ryan-Joiner ( p  > 0,10). 
Homoscedasticidade foi obtida com estatísticas t de Levene 
não signifi cativas ( p > 0,05). Independência dos resíduos 
da regressão foi indicada pelas estatísticas de Durbin-
Watson ( p > 0,10). Regressões signifi cativas ( p < 0,001) e 
desvios de linearidade não signifi cativos ( p > 0,05) foram 
diagnosticados pelos testes de F da análise de variância. 
Estes resultados (Tabela 2) permitiram a comparação das 
inclinações e interseções pelo teste de t para avaliação dos 
efeitos de matriz.

O teste de F indicou heterogeneidade das va-
riân cias dos resíduos das curvas usual e em matriz ( 

Tabela 2. Avaliação da linearidade das curvas de 
calibração de Fen usual e em matriz, na faixa de 
0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL, nos experimentos de 
efeitos de matriz

Estatística Curva Usual
Curva em 

Matriz

Número de observações

n 17 17

Normalidade

R 0,9770 0,9922

Rcitrico 0,9549 0,9549

p p > 0,10 p > 0,10

Homoscedasticidade

tl 0,766 -1,681

tcitrico 2,131 2,131

p p > 0,05 p > 0,05

Independência

d 1,775 1,616

p p > 0,10 p > 0,10

Regressão

F 5,540 x 10+2 1,767 x 10+2

Fcitrico 4,543 4,543

p p < 0,001 p < 0,001

Desvio da linearidade

F 3,268 2,522

Fcitrico 3,357 3,357

p p > 0,05 p > 0,05

n = número de observações, R = coeficiente de correlação de Ryan-

Joiner, p = significância, tl = estatística t de Levene, d = estatística de 

Durbin-Watson, F = razão entre variâncias, estatísticas críticas = valores 

críticos tabelados.
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Figura 6. Curvas de calibração de Fen usual e em matriz, na faixa de 
0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL, com respectivas equações e coeficientes 
de determinação.

Abs = leitura de absorvância, y  = resposta, x  = concentração de Fen 

em mg/mL, 
2R  = coeficiente de determinação

F  = 5,882, com p  = 0,001) e o uso do teste de t com 
variâncias distintas para avaliação dos efeitos de matriz. 
Assim, não houve diferença significativa quando as 
interseções da curva usual e em matriz foram comparadas 
entre si ( p > 0,05). Contudo, as inclinações diferiram 
signifi cativamente ( p < 0,05), indicando efeitos de matriz 
(Tabela 3). Com base nestes resultados, foi possível inferir 
que curvas usuais de Fen não forneceram as mesmas 
respostas que amostras de farinha de trigo contendo Fen 
nas mesmas concentrações. Diferença signifi cativa entre os 
interceptos era esperada, pois não havia disponibilidade de 
amostras de farinha de trigo isentas de Fen. Esta diferença 
corresponderia ao teor prévio do aminoácido presente nos 
extratos da farinha utilizados para preparo de cada ponto 
da curva de calibração em matriz. A ausência de diferença 
signifi cativa entre os interceptos provavelmente ocorreu 
devido a efeitos de compostos presentes na amostra, com 

Tabela 3. Comparações entre as interseções e inclinações 
das curvas usual e em matriz para Fen

Estatística Curva Usual

Interseção

ta 1,714

tcitrico 2,093

p p > 0,05

Inclinação

tb 3,237

tcitrico 2,093

p p < 0,05

ta = estatística t para contrastes entre interseções, tcitrico = valor crítico 
tabelado, tb = estatística t para contrastes entre inclinações, p = 
significância.

ação supressora sobre a Fen. Houve ainda a diferença 
signifi cativa entre as inclinações, o que reiterou a indicação 
de presença de interferentes oriundos da matriz. Para 
que tais interferências fossem consideradas de maneira 
a não afetarem os resultados de Fen nas amostras de 
farinha, o método de adição foi adotado. Ou seja, para 
quantifi cação de Fen em amostras, sete alíquotas de 1,9 mL 
foram retiradas de cada solução de amostra hidrolisada, 
adicionadas de 0, 303, 454, 605, 757, 908 e 1059 µL da 
solução estoque de Fen, completando-se o volume para 
5 mL em balão volumétrico, com tampão fosfato de sódio 
a 0,1 mol/L pH 7,0.

  Seletividade
Quando as curvas de calibração de L-tirosina e L-triptofano 
foram lidas nas condições experimentais para determinação 
de Fen não houve detecção. Além disto, evidenciou-
se que os espectros de Fen não foram afetados pela 
presença dos outros aminoácidos aromáticos estudados. 
As respostas obtidas para as curvas de Fen associada à 
L-tirosina e L-triptofano isoladamente e para aquela 
preparada com uma mistura destes três aminoácidos, 
não diferiram daquelas observadas para Fen na ausência 
destes compostos (Figura 7). Tais resultados indicaram 
a seletividade do método, confi rmando a capacidade de 
determinar o analito em estudo na presença de outros 
compostos de comportamento similar.
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  Exatidão, precisão e limites
O teste de Grubbs não indicou presença de outliers ( p > 0,05) 
entre os resultados de recuperação obtidos para as doze 
replicatas de amostra analisadas no nível de concentração 
estudado. Os valores estimados para G

1
 foram 0,945 e 1,848, 

para a menor e maior recuperação, respectivamente, com 
valor crítico de 2,285. O valor estimado para G

2 
foi de 2,79, 

com valor tabelado de 3,91. Para G
3
 os valores estimados 

para as duas menores e para as duas maiores recuperações, 
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Figura 7.  Espectros obtidos para as soluções de 0,035 mg/mL utilizadas no estudo de seletividade, sendo: A = solução de L-tirosina, B = solução de 
L-triptofano, C = solução combinada de Fen e L-tirosina, D = solução combinada de Fen e L-triptofano, E = solução pool de Fen, L-tirosina e L-triptofano, 
e F = solução de Fen.

respectivamente de 0,1933 e 0,5910, também foram inferiores 
ao valor tabelado de 0,7004.

Os valores individuais de recuperação variaram de 
81 % a 118 %. O perfi l destes resultados de recuperação in-
dividuais nos quatro diferentes ensaios pode ser observado 
na Figura 8. A média de recuperação alcançada para as 
doze replicatas de amostra contendo 354 mg/100g de Fen 
em farinha de trigo foi de 94 %, atendendo aos critérios 
estabelecidos de 80 % a 110 % (EC, 2002). Estes resultados 

A B

C D

E F



Carreira RL, Ramos CS, Mundim LA, Lima LG, Souza SVC, Silvestre MPC. Validação intralaboratorial de metodologia quantitativa para determinação 
de L-fenilalanina em farinha de trigo por espectrofotometria derivada segunda. Rev Inst Adolfo Lutz, São Paulo, 68(2):278-88, 2009.

   287

indicaram que a recuperação do método é adequada e que 
o mesmo não é inexato no nível de estudado.

Os resíduos, obtidos pela diferença entre a 
recuperação média e os valores individuais de recuperação 
obtidos em cada dia, apresentaram distribuição normal, 
com coefi ciente de correlação de Ryan-Joiner de 0,9742 
( p > 0,10), e homoscedasticidade, com estatística F

L
 de 

0,183 ( p > 0,05), permitindo a estimativa de DPR
r
 e DPR

R
 

por análise de variância.
Os valores de DPR

r
 e DPR

R
, estimados por análise 

de variância, foram 11 % e 15 %, respectivamente, 
sinalizando a precisão do método.

O limite de detecção teórico foi de 63 mg/100g, 
enquanto que o de quantifi cação foi de 175 mg/100g. 
Estes limites foram, provavelmente, subestimados, uma 
vez que os experimentos foram conduzidos com branco 
de reagentes. De qualquer forma, a faixa de validação 
do método encontra-se acima destes valores, ou seja, de 
251 mg/100g a 877 mg/100g de Fen em farinha de trigo.

CONCLUSÃO

Linearidade foi determinada, com efeitos de matriz 
signifi cativos, em uma faixa de concentração compatível 
com os níveis usualmente reportados para Fen em 
farinha de trigo. Comprovou-se seletividade, recuperação 
e precisão do método, com limites de detecção e 
quantificação teóricos suficientes para determinação 
do analito. Os parâmetros de desempenho estudados 
indicaram adequação do método para o propósito de 
monitoramento dos teores de Fen em farinha de trigo.
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