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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi validar um método quantitativo para determinagao 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 a hidrdlise
acida com HCl a 5,7 mol/L, a 110 °C, por 24 h. O material hidrolisado foi reconstituido para 50 mL com tampao fosfato
de sédio a 0,1 mol/L, pH 7,0. As solugdes preparadas a partir dessa amostra foram submetidas as leituras de absorvancia,
entre 230 nm e 280 nm, em espectrofotometro UV/VIS. Os espectros de derivada segunda foram tragados e os valores
das dreas 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 determinagao de Fen nao sofreu interferéncia de compostos como L-tirosina
e L-triptofano. As porcentagens de recuperagao variaram de 81 % a 118 % e os desvios padrao relativos de repetitividade
e reprodutibilidade parcial foram respectivamente 11 % e 15 %, para amostras contendo 354 mg/100g, demonstrando
adequada recuperagio e precisao do método. Os limites de detec¢do e quantificagdo foram, respectivamente, 63 mg/100g
e 175 mg/100g. Os pardmetros de desempenho estudados indicaram adequagdo 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, validacdo de métodos.

ABSTRACT

The aim of this paper was the validation of a methodology for determination of L-phenylalanine (Phe) in wheat flour by
second derivative spectrophotometry. For this purpose, 0.525g of wheat flour 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 flour). 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 quantification 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 flour

Key words. L-phenylalanine, wheat flour, derivative spectrophotometry, method validation.
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INTRODUCAO

A Fenilcetontria (PKU) é uma desordem autossomal
recessiva, causada pela deficiéncia ou auséncia da atividade
da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), resultando
em reduc¢ao ou auséncia da conversdo da L-fenilalanina
(Fen) em L-tirosina e, consequentemente, no aumento da
producao de metabdlitos, tais como, fenilactato, piruvato,
ortohidroxi-fenilacetato e feniletilamina “*°. O acimulo
desses metabolitos anormais e de Fen no plasma podem
ocasionar graves consequéncias no sistema nervoso
central, ainda durante a infincia, assim como falhas no
andar ou falar, tremor, microcefalia, falhas no crescimento
e retardo mental, progressivo e irreversivel >°.

O tratamento da PKU ¢ basicamente dietético e
consiste na redu¢ao dos niveis plasmaticos elevados de Fen
para concentragdes consideradas nao lesivas ao sistema
nervoso, de acordo com a faixa etdria do paciente >**°. Esta
dieta pobre em Fen deve ser iniciada até o terceiro més de
vida do recém-nascido e mantida por toda a vida **7%.

Dentro do grupo de erros inatos do metabolismo
de aminodacidos, a PKU ¢ a manifestacao clinica mais
encontrada ®>. 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. Ja no Brasil, aincidéncia
¢ de uma crianca fenilcetonurica a cada 15.000 recém-
nascidos, ocorrendo varia¢oes de prevaléncia de acordo
com a regiao geografica .

Os produtos designados para grupos especiais de
consumidores, como os fenilcetontricos, devem apresentar,
de forma bem especificada, o teor dos componentes cuja
ingestao deve ser controlada. Para isto, a dosagem de Fen
nos alimentos deve ser realizada empregando-se métodos
analiticos confidveis °.

Vérias técnicas podem ser utilizadas para dosar
o teor de Fen nos alimentos, tais como analisador de
aminodcidos, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) *'%! pelo emprego de um sensor enzimatico
de membrana, “enzyme membrane sensor”®, CLAE
hidrofilica '* e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) °.

A espectrofotometria derivada segunda (EDS)
¢ uma técnica analitica simples, rapida e de custo baixo,
considerada, por vdrios autores, como um método
quantitativo e qualitativo vantajoso, de grande utilidade.
Baseia-se na derivagao do espectro de absor¢ao normal
dos compostos analisados #1516,

Ichikawa e Hiroshi '7'#!%% relataram a eficiéncia
da EDS para medir Fen em proteinas ou em hidrolisados
proteicos. Estes autores, primeiramente, examinaram
residuos de Fen em proteinas e demonstraram que entre
245 nm e 270 nm os residuos de aminodcidos de L-tirosina
e L-triptofano nao interferiram significativamente nas
propriedades da Fen. Dois anos mais tarde, determinaram
Fen, por esta técnica, em proteinas desnaturadas,
encontrando resultados que concordavam com os
descritos na literatura. Varios autores tém relatado a
grande confiabilidade do uso da EDS, nesta faixa de
comprimento de onda, para quantificar os residuos de Fen
em proteinas, desde que varidveis como o pH e a adi¢do de
outras substancias sejam controladas !»!51617:1920.21,22.23

Ressalta-se, ainda, que no laboratério onde o
presente trabalho foi desenvolvido, a EDS foi utilizada,
com éxito, para a avaliacao do grau de exposi¢do * e
para a quantificacao de Fen em diversos hidrolisados
pl‘OteiCOS 25,26,27,28,29.

A farinha de trigo ocupa um lugar relevante na
alimentacao do brasileiro, com grande utiliza¢ao no
preparo de alimentos, tanto em nivel doméstico quanto
industrial. Entretanto, sua introdugao na alimentagao de
fenilcetontricos é restrita, e depende do nivel de Fen no
soro destes pacientes, pois faz parte dos alimentos de uso
proibido para PKU *. Neste sentido, a confiabilidade dos
resultados das determinagdes dos teores Fen em farinhas
¢ determinante para que este alimento seja utilizado de
maneira segura nas dietas de fenilcetonuricos.

Apesar de fundamentais para a garantia da
confiabilidade dos resultados de ensaios, as valida¢des
de métodos ainda tém sido reconhecidas como um
dos pontos criticos em sistemas de gestao da qualidade
laboratoriais *'. Processos de valida¢ao que fornecem
parametros de desempenho, indicando adequagao para
uso de um determinado método, tém dominado as
aplicacdes praticas. Todavia, considerando que estudos
de valida¢ao sao fundamentalmente baseados em testes
de hipdteses estatisticas, procedimentos de valida¢ao
também devem fornecer uma verificacao bésica de que as
premissas, feitas com relagao aos principios destes testes,
nao sejam violadas *.

Considerando que nio existem relatos na
literatura sobre o emprego da EDS para a quantificagdo
de Fen em farinha de trigo, bem como, sobre a validagdo
de métodos quantitativos para a andlise de Fen em farinha
de trigo ou outros alimentos por EDS ou outras técnicas,
este trabalho objetivou a valida¢ao intralaboratorial de
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um método de ensaio com propésito de quantificagao de
Fen em farinha de trigo por EDS.

MATERIAL E METODOS

= Amostras

Foram utilizados 5 pacotes de farinha de trigo tipo
I, contendo 1 kg cada, amostrados aleatoriamente e
adquiridos em um dnico 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
identificados e hermeticamente fechados, sob refrigera¢ao
entre 2 °C e 8 °C.

= Reagentes e solugoes
Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

Solugoes estoque de L-fenilalanina, L-tirosina e
L-triptofano de 0,001 mol/L

As solugdes estoque de aminodcidos foram preparadas
por pesagem (balanca analitica eletrénica, Hangping,
FA2004, Shanghai, China) e dissolu¢ao de 0,0041 g,
0,0045 g e 0,0051 g dos respectivos padroes de Fen,
L-tirosina e L-triptofano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
para 25 mL de tampao fosfato de sédio a 0,1 mol/L,
pH 7,0, em baldao volumétrico. Estas solu¢oes foram
preparadas no mesmo dia dos ensaios, sendo mantidas
armazenadas sob refrigeracao entre 2 °C e 8 °C, até o
momento do uso.

Curva de calibragdo de L-fenilalanina, L-tirosina e
L-triptofano

Solug¢oes de 0;0,010;0,015; 0,020; 0,025; 0,030 € 0,035 mg/
mL foram preparadas pela dilui¢ao de aliquotas de 0; 303,
454, 605,757,908 e 1059 pL (Pipetman P100 e P1000) das
respectivas solucdes estoque para 5 mL de tampao fosfato
de s6dio a 0,1 mol/L, pH 7,0, em balao volumétrico. Estas
solugdes foram preparadas no momento dos ensaios.

Tampdo fosfato de sédio 0,1 mol/L pH 7,0

O fosfato de s6dio monobdsico (solu¢ao A) (Synth,
Diadema, SP, Brasil) na quantidade de 24,01 ge 28,40 g
de fosfato de s6dio bibasico (solu¢do B) (Synth, Diadema,
SP, Brasil) foram pesados (balanga analitica eletronica,
Hangping, FA2004, Shanghai, China) e diluidos,
separadamente, para 1000 mL de dgua destilada e
deionizada, em baldo volumétrico. Estas solu¢des foram
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utilizadas no ajuste do pH para 7,0 (Potencidémetro,
Quimis, Q 400 A, Diadema, SP, Brasil). Esta solu¢io
tampao foi preparada no mesmo dia dos ensaios, sendo
armazenada sob refrigeracao entre 2 °C e 8 °C, até o
momento do uso.

Solugao de dcido cloridrico 5,7 mol/L

Acido cloridrico concentrado 37 % (Synth, Diadema, SP,
Brasil) (48 mL) foi diluido com 52 mL de dgua destilada
e deionizada. Esta solugao foi preparada semanalmente e
mantida armazenada entre 20 °C e 30 °C.

Solugdo de hidréxido de sédio 3 mol/L

O hidréxido de sédio (Synth, Diadema, SP, Brasil) na
quantidade de 120,00 g foi pesado (balanga analitica
eletronica, Hangping, FA2004, Shanghai, China) e
dissolvido em 4gua destilada e deionizada, em banho
de gelo, e transferido para um baldo volumétrico de
1000 mL, completando-se o volume com dgua destilada
e deionizada. Esta solucao foi preparada semanalmente e
mantida armazenada entre 20 °C e 30 °C.

» Procedimento analitico

Hidrolise dcida

A farinha de trigo tipo I foi submetida a hidrélise sob
vapor 4acido (HCL a 5,7 mol/L, 110 °C, 24 h) para
liberagao da Fen. Assim, pesou-se 0,525 g de farinha de
trigo (balanga analitica eletronica, Hangping, FA2004,
Shanghai, China), quantidade esta que foi uniformemente
distribuida em 12 tubos de borossilicato de 0,5 cm de
didmetro (Hialoquimica, Belo Horizonte, MG, Brasil).
Estes tubos foram agrupados em um frasco maior, ao
qual foi adicionado 0,75 mL de HCI a 5,7 mol/L. Este
frasco foi fechado, mantido sob vacuo por 30 min e levado
para hidrdlise a 110 °C em estufa (Quimis, Q-317B- 12,
Diadema, SP, Brasil), por 24 h. O material presente nos
tubos foi reconstituido em tampao fosfato de sédio
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
solucao de hidréxido de s6dio a 3 mol/L e a transferéncia
para baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o
volume com a solu¢ao tampao fosfato de sédio 0,1 mol/L
pH 7,0. A amostra hidrolisada foi filtrada (papel de filtro
qualitativo, J.Prolab, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil)
e armazenada sob refrigeragdao até o momento do uso.
Desta solucao de farinha hidrolisada, foram retirados
1,9 mL completando-se o volume para 5 mL em baldo
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volumétrico, com tampao fosfato de sédio a 0,1 mol/L
pH 7,0.

Determinagdo espectrofotométrica da L-fenilalanina
As solugoes foram submetidas as leituras de absorvancia
entre 230 nm e 280 nm em espectrofotémetro CECIL
(modelo CE2041, Buck Scientific, Inglaterra), para cobrir a
faixa de absor¢ao da Fen que varia de 245 nm a 270 nm '°.
Os espectros de derivada segunda foram tracados em
computador com o software GRAMS-UV (Galactic
Industries Corporation, Salem, NH, EUA), acoplado ao
espectrofotometro. Neste intervalo, a Fen apresentou picos
negativos na derivada. A drea do pico de maior amplitude,
situado entre 255 nm e 260 nm, foi escolhida para ser
integrada. Os valores das dreas correspondentes foram
utilizados, na andlise de regressao, para o célculo do teor
de Fen na farinha de trigo.

= Procedimento de validagao

Os pardmetros linearidade, efeitos de matriz, seletividade,
exatiddo, precisdo, limites de deteccao e de quantificagao do
equipamento foram estabelecidos em ensaios com solu¢oes
padrao e materiais de referéncia. A adequac¢io para uso do
método foi avaliada em fun¢ao dos pardmetros estudados
e respectivos critérios de aceitabilidade definidos. O
procedimento de valida¢do adotado foi baseado em um
delineamento experimental simples e testes estatisticos
robustos, incluindo verificagoes das premissas relacionadas
a cada teste ****. O nivel de significAncia adotado nos
testes de hipoteses foi & = 0,05.

Linearidade

Avaliagao da linearidade foi conduzida conforme
procedimentos propostos por Souza & Junqueira®.
Uma curva de calibrac¢do foi preparada, nos niveis de
concentragao 0,010;0,015; 0,020; 0,025; 0,030 e 0,035 mg/
mL de Fen em tampao fosfato de sédio 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 trés replicatas inde-
pendentes de cada nivel. As solu¢oes foram analisadas em
ordem aleatdria. Brancos foram preparados em triplicata
para avalia¢ao do ruido, mas nao foram incluidos nos
célculos da regressao.

Os parametros da regressao foram estimados
pelo método dos minimos quadrados ordindrios
(MMQO). Em seguida, gréficos dos residuos da regressao
foram construidos e examinados para investigacao de
perfis 6bvios, sendo indicados como outliers (valores

dispersos) os pontos fora do intervalo + 7. s
sendo s,,. o desvio padrao dos residuos da regressao .
Os outliers foram formalmente diagnosticados pelo
teste de residuos padronizados Jacknife *. Este teste
foi aplicado sucessivamente até que novos outliers nao
fossem detectados ou até uma exclusao maxima de
22 % no numero original de resultados *. As premissas
relativas a andlise de regressao foram verificadas sendo:
normalidade *, homoscedasticidade *** e independéncia dos
residuos da regressao **. Testes de F foram conduzidos para
verificar o ajuste ao modelo linear por meio da avaliagao das
significancias da regressao e do desvio da linearidade *.

Efeitos de matriz

Para verificagdo dos efeitos de matriz, duas curvas de
calibragao foram estudadas nos niveis de 0,010; 0,015;
0,020; 0,025; 0,030 e 0,035 mg/mL, sendo cada nivel
em trés replicatas independentes, e analisadas em
ordem aleatéria, na mesma bateria analitica. A curva
usual do analito foi preparada conforme descrito nos
experimentos de avaliagao 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 pL da solucao estoque
de Fen, completando-se o volume para 5 mL em balao
volumétrico, com tampao fosfato de sédio a 0,1 mol/L
pH 7,0. Os brancos preparados para cada curva nao
foram incluidos nos célculos.

Os parametros da regressao foram estimados e as
premissas relativas ao MMQO também foram verificadas
para estas curvas. Uma vez comprovadas as premissas
e 0 ajuste ao modelo linear, a inclinacio e a interse¢do
obtidas para a curva usual foram comparadas com
aquelas calculadas para a curva em matriz. A premissa de
homogeneidade das variancias dos residuos das curvas
foi avaliada pelo teste de F %5, para verificar se inclina¢des
e intersecoes seriam comparadas pelo teste de t com as
variancias combinadas ou distintas *.

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 presenca e auséncia de outros
aminodcidos aromaticos.

Trés curvas de calibragao foram construidas,
sendo de L-tirosina, L-triptofano e Fen, cada uma com 3
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pontos (0,010, 0,020 e 0,035 mg/mL), em triplicata. Em
seguida, trés outras curvas de calibra¢do foram preparadas,
sendo a primeira contendo um pool dos trés aminodcidos,
a segunda com Fen associada a L-tirosina e a terceira
composta por Fen e L-triptofano, todas nas concentragoes
de 0,010, 0,020 e 0,035 mg/mL, em triplicata.

Exatiddo, precisdo e limites

Devido a inexisténcia de materiais de referéncia certifi-
cados devidamente caracterizados para Fen em farinha
de trigo, os pardmetros recupera¢ao e precisao (sob
condigoes de repetitividade e reprodutibilidade parcial)
foram pesquisados em ensaios com materiais de referéncia
(amostras previamente caracterizadas por CLAE no nivel
de 354 mg/100g, representativas dos niveis reportados
para Fen em farinha de trigo em tabelas de composi¢cao
centesimal, com valores médios de 400mg de Fen/100g
de farinha de trigo) ¥. Doze replicatas independentes
destas amostras foram divididas em quatro lotes, com
trés replicatas cada, analisadas em quatro diferentes dias,
por dois analistas. As concentragdes de Fen foram preditas
por meio de equagdes obtidas pelo método de adigao de
padrido de Fen nas amostras, devido aos resultados dos
estudos de efeitos de matriz.

Os resultados de recuperacdo obtidos foram
analisados quanto a presenca de outliers pelo teste de
Grubbs *#*%_ As estatisticas de Grubbs para um outlier
(G,), dois outliers vicinais (G,) e dois outliers polares (G,)
foram calculadas simultaneamente para os resultados
obtidos no nivel de concentrac¢do estudado. A indicagdo
de outlier por, pelo menos, uma destas estatisticas seria
suficiente para excluir o dado. Apés um primeiro ciclo,
o teste de Grubbs foi sucessivamente aplicado até que
novos outliers nao fossem detectados ou até uma exclusao
mdxima de 22 % no numero original de resultados de
recuperacao *.

Inexatiddo foi investigada por meio da média
de recuperagido obtida para as replicatas de amostras
adicionadas no nivel de concentragdo estudado, apds o
diagndstico de outliers. O critério de aceitabilidade adotado
foi de média de recuperagao entre 80 % a 110 % .

As precisdes sob condic¢oes de repetitividade e
reprodutibilidade parcial foram expressas em termos
de desvios padrio relativos e estimadas por andlise
de variancia dos resultados de recuperac¢ao obtidos
para as doze replicatas de amostras adicionadas no
nivel de concentragdao estudado®****%. As premissas
de normalidade ** e homoscedasticidade dos residuos
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dos resultados de recuperacao **% relativas a andlise
de variincia, foram previamente testadas. Devido a
indisponibilidade de farinha de trigo sem o analito
Fen, os limites de detec¢do e de quantificagao teéricos
foram estabelecidos como a média das leituras obtidas
para branco de solvente mais trés e dez desvios padrio,
respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

= Linearidade

Os resultados obtidos nos experimentos para avaliagdo da
linearidade estao demonstrados nas Figuras 1, 2, 3,4,5 e
na Tabela 1. As premissas de que os residuos da regressao
seguem a distribuicao normal sao homoscedésticos e
independentes foram confirmadas, garantindo uma
aplicacao segura dos testes de hipdteses de t e F, além do
emprego adequado do MMQO sem ponderagoes.

Tabela 1. Estatisticas da analise de variancia da regressao,
incluindo teste de desvio da linearidade, para curva de Fen
em tampao fosfato de sodio 0,1M, pH 7,0 (0,010 mg/mL
a 0,035 mg/mL)

Estatistica Curva Usual
Regressao
E 1,146 x 10*3
o 4,600
citrico
p p < 0,001
Desvio da linearidade
F 1,711
o 3,478
citrico
p p > 0,05
razao entre variancias, F = valor critico tabelado,

E =_significéncia e

A Figura 1 ilustra os gréficos exploratérios dos
residuos da regressao com indica¢ao dos outliers tratados.
Os perfis destes graficos de residuos demonstraram
que nio houve tendéncias 6bvias que demonstrassem
heteroscedasticidade ou desvio de linearidade. Os
intervalos de confianga dos residuos (+ to0755m-2) S,..)
sugeriram a presenca dois outliers, sendo um no nivel
0,020 mg/mL e outro no nivel 0,035 mg/mL, os quais
foram confirmados pelo teste de residuos padronizados
Jacknife.
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Figura 1. Gréafico exploratorio dos residuos da regressao da curva de Fen
em tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0 (0,010 mg/mL a 0,035 mg/
mL), com indicacao dos respectivos outliers diagnosticados pelo teste de
residuos padronizados Jacknife.

e, = residuo da regressao, ® = outlier, - - - - = it(0’975;n72)sm .

O gréfico de Ryan-Joiner, ilustrado na Figura 2,
indicou correlagao significativa entre os residuos da
regressao obtidos para cada curva e os valores normais
teoricamente esperados. O coeficiente de correlagao foi
de 0,9895, com valor critico de 0,9529, demonstrando
que o desvio da distribui¢ao normal nao foi significativo
(p >0,10).

A premissa de homoscedasticidade dos residuos
da regressao foi confirmada. A variabilidade dos residuos
ao longo das concentragdes estudadas foi constante, uma

2
1 ,
& 0

-1
R = 0,9895
p>0,10

a
2 ‘ ‘ ‘

-6,E-05 -4,E-05 -2,E-05 O0[E+00 2,[E-05 4,[E-05 6E-05

€
Figura 2. Gréfico de probabilidade normal da curva de Fen em tampao
fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0 (0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL).

e, = residuo da regressao, ¢, = valor normal esperado,
= coeficiente de correlacao de Ryan-Joiner, p = significancia
do desvio da distribuicdo normal.

vez que a estatistica t de Levene, estimada em 0,676, nao
foi significativa ( p > 0,05) (Figura 3).

Houve independéncia dos residuos da regressao.
A estatistica de Durbin-Watson calculada foi de 1,592
(p > 0,10), sugerindo que nao houve autocorrelagao
(Figura 4).
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Figura 3. Representacdo da homogeneidade das variancias da curva de
Fen em tampao fosfato de sédio 0,17 M pH 7,0 (0,010 mg/mL a 0,035 mg/
mL) pelo teste de Levene modificado.

I, =estatistica t de Levene, p = significancia, 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. Gréfico de Durbin-Watson da curva de Fen em tampao fosfato
de sédio 0,1 M pH 7,0 (0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL).

e, = residuo da regressao, d = estatistica de Durbin-Watson,
P = significancia.
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A regressdo apresentou-se altamente significativa
(p <0,001), enquanto o desvio de linearidade nao foi
significativo ( p > 0,05) (Tabela 1), indicando linearidade
na faixa estudada de 0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL. A
curva de calibragao com respectiva equac¢ao e coeficiente
de determinagao estd ilustrada na Figura 5.
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y=(0,02835 + 0,00084)x + (0,00005 = 0,00002)

R?=0,9879 o
0,0010 1

0,0008 -

Abs

0,0006 | 5
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0,000 0,010 0,020 0,030 0,040
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Figura 5. Curva de calibracao da curva de Fen em tampéo fosfato de sédio

0,1 M pH 7,0, na faixa de 0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL, com respectiva
equacao e coeficiente de determinacao.

Abs = leitura de absoryancia, ¥ = resposta, X = concentracdo
de Fen em mg/mL, R~ = coeficiente de determinacio

= Efeitos de matriz
As curvas de calibracdo usual e em matriz, com respectivas
equacdes e coeficientes de determinacio, obtidas nos
estudos de efeitos de matriz estdo apresentadas na
Figura 6. Pelo teste de residuos padronizados Jacknife
foram detectados um outlier na curva usual e outro outlier
na curva de matriz, ambos no nivel 0,035 mg/mL. Todas
as premissas relativas ao MMQO foram confirmadas para
as curvas de calibracdo usual e em matriz. Distribui¢ao
normal dos residuos da regressao foi observada pelos
coeficientes de correlagdo de Ryan-Joiner ( p > 0,10).
Homoscedasticidade foi obtida com estatisticas t de Levene
nao significativas (p > 0,05). Independéncia dos residuos
da regressdo foi indicada pelas estatisticas de Durbin-
Watson (p > 0,10). Regressoes significativas (p < 0,001) e
desvios de linearidade nao significativos (p > 0,05) foram
diagnosticados pelos testes de F da andlise de variancia.
Estes resultados (Tabela 2) permitiram a comparagao das
inclinacdes e intersecdes pelo teste de t para avaliagdo dos
efeitos de matriz.

O teste de F indicou heterogeneidade das va-
ridncias dos residuos das curvas usual e em matriz (
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Tabela 2. Avaliacdo da linearidade das curvas de
calibracdo de Fen usual e em matriz, na faixa de
0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL, nos experimentos de
efeitos de matriz

Estatistica Curva Usual C:’rl\;:riezm
Numero de observacoes
n 17 17
Normalidade
R 0,9770 0,9922
citrico 0,9549 0,9549
p p>0,10 p>0,10
Homoscedasticidade
i 0,766 -1,681
rico 2,131 2,131
p p>0,05 p > 0,05
Independéncia
d 1,775 1,616
P p>0,10 p>0,10
Regressao
F 5,540 x 1042 1,767 x 10+2
. 4,543 4,543
p p < 0,001 p < 0,001
Desvio da linearidade
F 3,268 2,522
- 3,357 3,357
p p>0,05 p>0,05

n = nimero de observacdes, R = coeficiente de correlacdo de Ryan-
Joiner, P = significancia, t, = estatistica t de Levene, d = estatistica de
Durbin-Watson, F = razao entre variancias, estatisticas criticas = valores
criticos tabelados.
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Figura 6. Curvas de calibracdo de Fen usual e em matriz, na faixa de
0,010 mg/mL a 0,035 mg/mL, com respectivas equacoes e coeficientes
de determinacéo.

Abs = leitura de absorvancia, J =resposta, X = concentracao de Fen

2 . .
em mg/mL, R” = coeficiente de determinacao

F =5,882,com p =0,001) e 0 uso do teste de t com
variancias distintas para avaliagao dos efeitos de matriz.
Assim, nao houve diferenca significativa quando as
interse¢oes da curva usual e em matriz foram comparadas
entre si (p > 0,05). Contudo, as inclina¢des diferiram
significativamente (p < 0,05), indicando efeitos de matriz
(Tabela 3). Com base nestes resultados, foi possivel inferir
que curvas usuais de Fen nado forneceram as mesmas
respostas que amostras de farinha de trigo contendo Fen
nas mesmas concentragdes. Diferenca significativa entre os
interceptos era esperada, pois ndo havia disponibilidade de
amostras de farinha de trigo isentas de Fen. Esta diferenca
corresponderia ao teor prévio do aminodcido presente nos
extratos da farinha utilizados para preparo de cada ponto
da curva de calibragdo em matriz. A auséncia de diferenca
significativa entre os interceptos provavelmente ocorreu
devido a efeitos de compostos presentes na amostra, com

acdo supressora sobre a Fen. Houve ainda a diferenca
significativa entre as inclinagoes, o que reiterou a indicagao
de presenga de interferentes oriundos da matriz. Para
que tais interferéncias fossem consideradas de maneira
a nao afetarem os resultados de Fen nas amostras de
farinha, o método de adi¢ao foi adotado. Ou seja, para
quantifica¢dao de Fen em amostras, sete aliquotas de 1,9 mL
foram retiradas de cada solu¢dao de amostra hidrolisada,
adicionadas de 0, 303, 454, 605, 757, 908 e 1059 uL da
solu¢do estoque de Fen, completando-se o volume para
5 mL em baldo volumétrico, com tampao fosfato de s6dio
a 0,1 mol/L pH 7,0.

= Seletividade

Quando as curvas de calibra¢ao de L-tirosina e L-triptofano
foram lidas nas condi¢oes experimentais para determinagao
de Fen nao houve detec¢ao. Além disto, evidenciou-
se que os espectros de Fen ndo foram afetados pela
presenca dos outros aminodcidos aromdticos estudados.
As respostas obtidas para as curvas de Fen associada a
L-tirosina e L-triptofano isoladamente e para aquela
preparada com uma mistura destes trés aminodcidos,
ndo diferiram daquelas observadas para Fen na auséncia
destes compostos (Figura 7). Tais resultados indicaram
a seletividade do método, confirmando a capacidade de
determinar o analito em estudo na presenga de outros
compostos de comportamento similar.

Tabela 3. Comparacdes entre asintersecdes e inclinacdes
das curvas usual e em matriz para Fen

Estatistica Curva Usual
Intersecdo
t 1,714
citrico 21093
p p > 0,05
Inclinacao
i 3,237
citrico 2,093
p p < 0,05

t, = estatistica t para contrastes entre intersecdes, t . = valor critico
tabelado, t, = estatistica t para contrastes entre inclinacées, p =

significancia.
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= Exatidao, precisao e limites

O teste de Grubbs nao indicou presenca de outliers (p > 0,05)
entre os resultados de recuperac¢do obtidos para as doze
replicatas de amostra analisadas no nivel de concentragao
estudado. Os valores estimados para G, foram 0,945 e 1,848,
para a menor e maior recuperagao, respectivamente, com
valor critico de 2,285. O valor estimado para G, foi de 2,79,
com valor tabelado de 3,91. Para G, os valores estimados
para as duas menores e para as duas maiores recuperagoes,

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

Os valores individuais de recuperagao variaram de
81 % a 118 %. O perfil destes resultados de recuperagao in-
dividuais nos quatro diferentes ensaios pode ser observado
na Figura 8. A média de recuperagao alcancada 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
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Figura 7. Espectros obtidos para as solucdes de 0,035 mg/mL utilizadas no estudo de seletividade, sendo: A = solucao de L-tirosina, B = solucdo de
L-triptofano, C = solucdo combinada de Fen e L-tirosina, D = solucao combinada de Fen e L-triptofano, E = solucao pool de Fen, L-tirosina e L-triptofano,

e F = solucao de Fen.

286



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

indicaram que a recupera¢io do método é adequada e que
0 mesmo nao ¢ inexato no nivel de estudado.

Os residuos, obtidos pela diferenga entre a
recupera¢dao média e os valores individuais de recuperacao
obtidos em cada dia, apresentaram distribui¢ao normal,
com coeficiente de correlacao de Ryan-Joiner de 0,9742
(p > 0,10), e homoscedasticidade, com estatistica F, de
0,183 (p > 0,05), permitindo a estimativa de DPR e DPR,,
por andlise de variancia.

Os valores de DPR e DPR,, estimados por andlise
de variancia, foram 11 % e 15 %, respectivamente,
sinalizando a precisao do método.

O limite de detecc¢do tedrico foi de 63 mg/100g,
enquanto que o de quantificagdo 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 valida¢ao
do método encontra-se acima destes valores, ou seja, de
251 mg/100g a 877 mg/100g de Fen em farinha de trigo.

CONCLUSAO

Linearidade foi determinada, com efeitos de matriz
significativos, em uma faixa de concentra¢ao compativel
com os niveis usualmente reportados para Fen em
farinha de trigo. Comprovou-se seletividade, recuperagao
e precisio do método, com limites de deteccdo e
quantifica¢do tedricos suficientes para determinagdo
do analito. Os parametros de desempenho estudados
indicaram adequacio do método para o propdsito de
monitoramento dos teores de Fen em farinha de trigo.

180 T - - - - - -
- X
2 X
o
l§100 X 8
s
% X X
70 T T T T
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Figura 8. Porcentagens de recuperac¢ao individuais obtidas para as doze
replicatas de amostra (contendo 354 mg/100g de Fen em farinha de
trigo), analisadas em quatro ensaios, sob condices de repetitividade e
reprodutibilidade parcial.
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