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Introducgao

Para atender a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025-
Requisitos Gerais de Competéncia dos Laboratoérios
de Ensaio e Calibragdo (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DE NORMAS TECNICAS, 2011), o INMETRO
publicou um documento (DOQ-CGRE-008 de 2011)
de orientagao sobre validagao de métodos analiticos
(INMETRO, 2011b). O protocolo preconizado no docu-
mento foi seguido para o ensaio de nitrogénio total,
de acordo com a definigcdo de cada area e subarea de
atividade, empregando matrizes pertencentes a cada
uma das subareas, conforme descrito no Documento
NIT-DICLA-016 (INMETRO, 2011a). Em Laboratérios
de Analise de Alimentos ha necessidade de se

obter certificagdes para garantir que as caracteristicas
de desempenho de um método sejam entendidas e
demonstradas, indicando que o mesmo ¢é cientifica-
mente sadio, sob as condigdes nas quais ele deve ser
aplicado.

A aplicacdo deste guia demonstrou que a
Determinacéo de Nitrogénio Total pelo método
2001.11 modificado, da AOAC International (2010),

€ capaz de atender as necessidades do problema
analitico e também demonstrou que o método de
determinagao de nitrogénio total esta validado para
uma gama de matrizes.
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Resultados obtidos

Validagao do branco
Dados do ensaio de repetitividade

Matriz — Mamao in natura
(para todas as matrizes das subareas)

| Replicatas | Valoremg/100g |
0,07
0,10
0,08
0,08
0,08
0,09
0,08
0,09

LD — limite de deteccao;

LQ - limite de quantificacéo;

X — média; n — total de ensaios;
s — desvio padrao;

t — valor de Student;

o — grau de confianga.
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LD=X+t

(n-1,1-a

LQ =X+ 5s
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Validagao por subareas de atividades

Dados do ensaio de repetitividade

Alimentos de origem animal
Matriz: Paté de presunto

| Replcatas [ Valoremgii00g |
1,20
1,22
1,23
1,20
1,19
1,25
1,23
1,23
1,16
1,23
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Lacteos
Matriz: Leite em p6

| Replcatas [ Valoremgi100g |
2,54
2,66
2,57
2,63
2,61
2,59
2,57
2,61
2,56
2,60
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Alimentos de origem vegetal
Matriz: Farinha de soja

| Replcatas [ Valoremgii00g |
6,72
6,76
6,67
6,72
6,63
6,66
6,66
6,63
6,61
6,65
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Alimentos processados
Matriz: Biscoito

| Reploatas [ Valoremgiioog |
1,07
1,02
1,06
1,07
1,04
1,03
1,07
1,06
1,04
1,08
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Bebidas nao alcodlicas
Matriz: Suco de macga

| Reploatas [ Valoremgiioog |
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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Dados do ensaio de precisao intermediaria

Alimentos de origem animal
Matriz: Paté de presunto

1 1,18
2 1,33
3 1,25

Lacteos
Matriz: Leite em pé

1 2,63
2 2,66
3 2,62
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Lacteos
Matriz: Leite em po

1

2,63

2

2,66

Alimentos de origem vegetal
Matriz: Farinha de soja

1 6,47
2 6,67
3 6,74

Dados do ensaio de recuperagao

Matriz: Farinha de trigo fortificada com EDTA (sal dissodico do acido etileno diamino tetra-acético)
Padrao: EDTA - 9,57% Nitrogénio; Marca: Leco; Lote: 1042; Peso Molecular: 292,24g/mol

Alimentos processados

Matriz: Biscoito

1 1,05
2 1,09
3 1,07

Bebidas nao alcodlicas
Matriz: Suco de macga

1 0,00
2 0,00
3 0,00

1 0,5259 0,0000 0,5259 0,0000 1,80 1,8100
2 0,5228 0,0000 0,5228 0,0000 1,80 1,8100
3 0,5326 0,0000 0,5326 0,0000 1,83 1,8100
4 0,5129 0,0534 0,5663 0,0051 2,62 2,5428
5 0,5091 0,0524 0,5615 0,0050 2,35 2,5352
6 0,5536 0,0505 0,6041 0,0048 2,41 2,4596
7 0,5389 0,1064 0,6453 0,0102 2,89 3,0913
8 0,5352 0,1044 0,6396 0,0100 2,82 3,0785
9 0,5734 0,1055 0,6789 0,0101 2,70 3,0176
10 0,5473 0,2134 0,7607 0,0204 3,90 3,9901
12 0,5026 0,2092 0,7118 0,0200 3,89 4,0940
13 0,5005 0,2028 0,7033 0,0194 3,78 4,0509

N = nitrogénio; R = replicata

O valor tedrico do nitrogénio da matriz em estudo € calculado fazendo-se a média aritmética das replicatas 1, 2 e 3.
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Efeito Matriz na Recuperagéo de Nitrogénio em
Farinha de Trigo

4 2,453 2,6200000 3,04
5 2,535 2,3500000 7,31 4,12
6 2,460 2,4100000 2,02
7
8
9

3,091 2,8900000 6,51
3,078 2,8200000 8,40 8,48
3,018 2,7000000 10,53

10 3,990 3,9000000 2,26
1 4,094 3,8900000 4,98 4,64
12 4,051 3,7800000 6,69

Recuperagéao de Nitrogénio em Farinha de Trigo

4 103,04
5 92,69 97,90
6 97,98
7 93,49
8
9

91,60 91,52
89,47
10 97,74
12 95,02 95,36
13 93,3

A recuperacao é calculada pela férmula:

Recuperagéo (%) = [(Conc. Exp.)/ (Conc. Teorico.) | x 100.
Onde:

Conc. Exp = concentragéo obtida
experimentalmente na matriz fortificada.

Conc. Tedrico = concentragao determinada na matriz
néao fortificada.

Os dados obtidos foram langados e calculados em
planilha do Software Excel.

Resultados dos ensaios

LDelLQ

LD=X+1 .S LQ=X+5s

(n-1,1-0)

LD =0,1112=0,11 LQ=0,1296 = 0,13

t = 3,00, para 98% de confianga.

A faixa inferior de trabalho é definida pelo limite de

quantificacao - 0,13%

A faixa superior de trabalho pode ser estabelecida
de acordo com a maxima quantidade de nitrogénio
que ocorre na maioria das proteinas presentes em

alimentos (15,7%).

Faixa de trabalho: 0,13% a 15,7%

Repetitividade

Aos dados obtidos das 10 replicatas das matrizes em
estudo foi aplicado o Teste de Grubbs e os
resultados ndo apresentaram dispersao.

Foram calculados a média, o desvio padréo e a
variancia dos dados obtidos, e, a partir destes, foi
calculado o limite de repetitividade (r).

r=t(

Onde:

n-1, 1-a

).\/f.s

t = distribuicdo de Student dependente do tamanho da
amostra e do grau de confianga.

s = desvio padrao amostral associado aos resultados

considerados.

1 — Alimentos de origem
animal

Média = 1,214

Desvio padrao
(S)=0,026

Variancia (V) = 0,001

t=2,82, para 98%
de confianga.

Limite de repetitividade
(r)=0,105

2 — Lacteos
Média = 2,594
Desvio padrao

(S)=0,036

Variancia (V) = 0,001
t=2,82, para 98% de
confianga.

Limite de
repetitividade
(r)=0,142

3 — Alimentos de origem
vegetal

Media = 6,671

Desvio padréao
(S)=0,048

Variancia (V) = 0,002

t=2,82, para 98% de
confianga.

Limite de repetitividade
(r)=0,190

4 — Alimentos
processados

Média = 1,054

Desvio padrao
(S)=0,020

Variancia (V) = 0,000

t =2,82, para 98% de
confianga.

Limite de repetitividade
(r)=0,080
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5 — Bebidas nao
alcodlicas

Média = 0,000
Desvio padrao
(S)=0,000
Variancia
(V) = 0,000

confianga.

Limite de
repetitividade
(r) = 0,000

t=2,82, para 98% de

Precisao intermediaria

Calculo do desvio padrao da precisao intermediaria:

) 1
Spi =

Onde:

t = total de amostras ensaiadas

t(n-1)

n
z (y- y1)2

t
=1 k=1

n = total de ensaios efetuados por amostra

j=n°daamostra, j=1,t

k = n° do ensaio da amostra j, k=1, n

yjk = valor do resultado de k para a amostra j
Yj = representa a média aritmética dos resultados da amostra j.

1 — Alimentos de
origem animal

Média: 1,25

Desvio Padrao da precisao
intermediaria (Spi): 0,08

2 — Lacteos

Média: 2,64

Desvio Padrao da precisao
intermediaria (Spi): 0,02

3 — Alimentos de
origem vegetal

Média: 6,63

Desvio Padrao da precisao
intermediaria (Spi): 0,14

4 — Alimentos
processados

Média: 1,07

Desvio Padrao da precisao
intermediaria (Spi): 0,02

5 — Bebidas nao
alcodlicas

Média: 0,00
Desvio Padrao da precisao
intermediaria (Spi): 0,00

Exatidao

Recuperacéao

| Replicata [ Recuperaggo [ Media |
4 103,04
5 92,69 97,90
6 97,98
7 93,49
8 91,60 91,52
9 89,47
10 97,74
11 95,02 95,36
12 93,31

Resultados de Interlaboratoriais
satisfatérios em matrizes diversas

EPLNA Bagaco de cana -1,3
de agucar

EPLNA Polpa de laranja 0,7
EPLNA Alfafa 0,7
EPLNA Quirela de milho 0,2
EPLNA Quirela de milho -0,4
EPLNA Capim Xaraes 0,1
EPLNA Paspalum -1,1
EPLNA Paspalum -1,5
EPLNA Farelo de arroz -1,8
EPLNA Capim Guandu 0,0

Rede Paté de frango 04

Metrolégica

Cientec Espinafre em pé 0,0
Cientec Feijao em po6 0,5

Z — score ( -2 £z <2 ) para resultados satisfatérios.

Discussao dos dados

O ensaio do branco com a matriz mamao apresentou
meédia de 0,08 e desvio padrao de 0,009, indicando
que o nivel de deteccgao do analito, isto €, quando este
pode ser distinguido do sinal do branco sera a partir de
0,11, enquanto que o limite de quantificagdo sera de
0,13.

A faixa de trabalho de 0,13% a 15,7% foi estabelecida
de acordo com a faixa inferior de trabalho, definida
pelo limite de quantificacdo, que foi de 0,13%,
enquanto que a faixa superior de trabalho foi
estabelecida de acordo com a maxima quantidade

de nitrogénio que ocorre na maioria das proteinas
presentes em alimentos (15,7%).
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O limite de repetitividade do método apresentado no
quadro abaixo mostra os valores obtidos para uma
matriz pertencente a cada uma das subareas de
atividade conforme a NIT-DICLA — 016 (INMETRO,
2011a) e definindo que as diferengas entre as
replicatas devem apresentar valor <r.

Sub-area de Matriz <r
atividade
Alimentos de Paté de 008
origem animal presunto ’
Lacteos Leite em pod 0,02
Alimentos de 0,14

. Farinha de soja
origem vegetal

Alimentos

Biscoito 0,02
processados
Bebld’a_s nao Suco de maga 0,00
alcodlicas

Em relagao aos dados obtidos no teste da precisao
intermediaria para as matrizes selecionadas,
pertencentes a cada uma das subareas de atividades,
foram observados valores para o desvio padrao da
preciséo intermediaria (Spi) variando de 0,00 a 0,14.
Portanto a variabilidade dos resultados obtidos no
laboratério de fisico-quimica deve apresentar entre <
0,00 a £ 0,14, de acordo com cada subarea.

O teste de recuperacgéo apresentou o valor de 97,90%
para cerca de 2,5% de adigdo de padréo, 91,52%
para cerca de 3,00% e o valor de 95,36% para

cerca de 4,00%, mostrando estar dentro da faixa de
recuperacao estabelecida de 70 a 110% pelo Codex
Alimentarius Comission.

Comunicado
Técnico, 184

Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento

Embrapa Agroindustria de Alimentos

Enderego: Av. das Américas, 29.501 - Guaratiba
23020-470 - Rio de Janeiro - RJ

Fone: (0XX21) 3622-9600

Fax: (0XX21) 3622-9713

Home Page: http:\\www.ctaa.embrapa.br

E-mail: ctaa.sac@embrapa.br

12 edicao
12 impressao (2012): tiragem (20 exemplares)

Exemplares desta edigdo podem ser adquiridos na:

Conclusao

Os descritores aplicados demonstraram ser
adequados para se concluir que o método de
determinacao de nitrogénio total esta validado para
uma gama de matrizes. A aplicagao dos critérios
estabelecidos no documento de carater orientativo
DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2011b) indicou, de
acordo com os resultados obtidos, que o método de
nitrogénio total esta validado para as matrizes
representativas de cada subarea de atividade
conforme descrito pelo INMETRO (2011a) na
NIT-DICLA-016.
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