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RESUMO

As proteinas sdo de fundamental importancia nos processos bioldgicos atuando como
enzimas, hormonios, neurotransmissores, transportadores através de membranas entre
outros, pois séo essenciais sob 0s aspectos da estrutura e funcao celular. Tem se tornado
cada vez mais relevante o estudo de metodologias para determinar proteinas em vérias
areas como em tecnologia e ciéncia de alimentos, laboratorios de anélises clinicas,
nutricdo animal e humana. Antes de iniciar qualquer tipo de anélise de proteinas, o
método utilizado deve ser validado, pois a validacdo de métodos é um aspecto vital da
garantia da qualidade analitica. A validacdo é um processo dindmico e constante que
comeca na fase de selecdo, desenvolvimento e otimizacdo do método e na qualificacdo
dos instrumentos, materiais e analistas continuando na fase de experimentos. Um
processo de validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias reguladoras
evidéncias de que o método é adequado. As caracteristicas investigadas no processo de
validacdo a fim de demonstrar o desempenho do método sdo: Linearidade, Faixa linear
de trabalho, Limite de deteccdo, Limite de quantificacdo, Precisdo, Exatidao, Preciséo
intermediaria, Robustez, Especificidade, Incerteza de medicdo e Recuperacdo. Os
métodos mais utilizados para quantificar proteinas sdo Biureto, Bradford, BCA,
Kjeldahl e de Lowry, sendo o método de Lowry o mais utilizado. Devido aos
interferentes e a incerteza do método em relagdo aos pardmetros analisados, este
trabalho teve o propdsito de realizar a validacdo do método de Lowry modificado
quanto aos parametros preconizados pela NATA. A proteina utilizada em todo o
experimento foi a albumina bovina sérica — BSA e a metodologia foi a original com
algumas modificacGes. Apesar da existéncia de muitas técnicas modernas, 0 método
espectrofotométrico tem demonstrado ser eficaz, além do custo mais baixo e de facil

manuseio. O método foi desenvolvido e validado.

Palavras chave: validacdo, espectroscopia, proteina



ABSTRACT

The proteins are of fundamental importance in biological processes acting as enzymes,
hormones, neurotransmitters, transporters across membranes among others, as they are
essential aspects in the structure and cellular function. It has become increasingly
relevant the study of methodologies for determining proteins in various areas such as
technology and food science, clinical laboratories, animal and human nutrition. Before
starting any type of protein analysis, the method used must be validated because the
method validation is a vital aspect of analytical quality assurance. Validation is a
constant and dynamic process that begins at the stage of selection, development and
optimization of the method and the qualification of tools, materials, analysts and
continuing in the experimental phase. A validation process well defined and
documented regulatory agencies provides evidence that the method is appropriate. The
characteristics investigated in the validation process to demonstrate the performance of
the method are: linearity, linear working range, limit of detection, limit of
quantification, precision, accuracy, precision intermediate, robustness, specificity,
uncertainty of measurement and recovery. The methods used to quantify proteins are
Biuret, Bradford, BCA, Kjeldahl, and Lowry, the method of Lowry the most used. Due
to interferences and uncertainty regarding the method parameters, this study aimed to
perform the validation Lowry’s method modified the parameters recommended by
NATA. The protein used throughout the experiment was to bovine serum albumin -
BSA and was the original method with some modifications. Despite the existence of
many modern techniques, the spectrophotometric method has been shown to be
effective, in addition to lower cost and easy handling. The method was developed and

validated.

Keywords: Validation; Spectroscopy; Protein
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

As proteinas sdo de fundamental importancia nos processos biolégicos atuando
como enzimas, hormonios, neurotransmissores, transportadores atraves de membranas
entre outros, pois sdo essenciais sob todos os aspectos da estrutura e funcdo celular.
Tem se tornado cada vez mais relevante o estudo de metodologias para determinar
proteinas em varias areas como em tecnologia e ciéncias de alimentos, laboratorios de
analises clinicas, nutricdo animal, nutricio humana e pesquisadores da area (ZAIA,
1998). A quantificacdo de proteinas é importante e comum a muitas aplicacbes na
pesquisa bioguimica geral e em praticas de laboratério clinico. Nos ultimos 20 anos
houve um aumento de nimeros de ensaios para determinar a concentracdo de proteinas
(OKUTUCU, 2007). Antes de iniciar qualquer tipo de analise de proteinas, o método
utilizado deve ser validado, pois segundo Barros (2002) a validacdo de métodos é um
aspecto vital da garantia da qualidade analitica.

Véarios métodos tém sido descritos na literatura para quantificar proteinas
baseados em espectrofotometria, nefelometria e, recentemente, medi¢cbes HPLC. A
escolha do método depende da composi¢do e conformacdo da proteina. Cada método
tem suas vantagens e desvantagens, muitas vezes é necessario obter mais de um tipo de
analise de proteinas para a aplicacdo em pesquisas (OKUTUCU, 2007). E de suma
importancia que os laboratérios disponham de critérios objetivos para demonstrar,
através da validacdo, que os ensaios que realizam produzem resultados confidveis e
adequados a qualidade pretendida (DOQ-CGCRE-008, 2010).

A validacdo garante que um novo método analitico gere informacdes confiaveis
e interpretaveis da amostra. E um processo continuo que comeca no planejamento da
estratégia analitica e continua ao longo do desenvolvimento e transferéncia da técnica,
ou seja, € um processo dindmico e constante que comeca nas fases de selecdo,
desenvolvimento e otimiza¢do do método e na qualificacdo dos instrumentos, materiais
e analistas continuando na fase de experimentos e transferéncia do método (RIBANI,

2004; BARROS, 2002). No planejamento e execucdo da validacdo deve-se definir a
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aplicacdo, objetivo e escopo do método além dos pardmetros da validacéo e critérios de
aceitacdo; verificar se as caracteristicas de desempenho dos equipamentos sdo
compativeis com os exigidos pelo método; qualificar padrdes e reagentes; planejar o0s
experimentos incluindo o tratamento estatistico e, por fim, fazer os experimentos de
validagdo. A validacdo do método analitico permite demonstrar que o método é
adequado ao uso pretendido Um método deve ser sempre validado quando ele nao for
normalizado, quando o método for desenvolvido pelo proprio laboratério, quando
métodos normalizados forem usados fora dos escopos para 0s quais foram ensaiados e
para ampliacOes e modificagbes de métodos normalizados (DOQ-CGCRE-008, 2010).

O procedimento analitico deve ser validado para cada substancia como um todo
e abrangendo toda a gama de concentracdes da espécie requerida, ja que a validagédo do
método analisa a precisdo dos resultados considerando 0s erros sistematicos e
aleatorios, sendo os erros sistematicos piores do que os erros aleatérios (GONZALEZ e
HERRADOR, 2007; MAROTO, 1999). Segundo Maroto (1999), ao verificar a precisao
da medicao, o analista gera informacdes sobre os diferentes intermediarios, uma vez que
estas estimativas tém sido obtidas por diferentes fatores que afetam os resultados, elas
mostram as incertezas das diferentes etapas no processo analitico.

Um processo de validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias
reguladoras evidéncias de que o método é adequado para o uso desejado. Para atingir
esse reconhecimento a nivel internacional, requisitos legais de certificacdo e
credenciamento devem ser observados. A documentagdo consiste de plano mestre,
protocolo, planilhas de dados e relatério (BARROS, 2002). As caracteristicas
investigadas no processo de validacdo a fim de demonstrar o desempenho do método
sdo: Linearidade, Faixa linear de trabalho, Limite de deteccéo, Limite de quantificacéo,
Precisdo, Exatiddo, Precisdo intermediaria, Robustez, Especificidade, Incerteza de
medicdo e Recuperacdo. Um processo de validacdo de métodos bem definido e
documentado oferece evidéncia de forma objetiva que o método analisado atende as
especificacbes requeridas e é adequado ao uso desejado. Embora exista um consenso em
relacdo as quais parametros devem ser avaliados, ha grande diversidade de como esses
experimentos sdo delineados observando-se recomendagdes contraditorias ou
equivocadas, algumas vezes informagdes importantes sdo omitidas. Isto tem resultado
em grande dificuldade por parte dos laboratérios, pois eles ndo dispdem de referéncias

confidveis de como proceder em determinados ensaios. O uso indiscriminado das
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referéncias existentes pode representar importante fonte de erro nos processos de
validacdao principalmente na area de andlise de alimentos (SOUZA, 2007).

A validacéo deve ser planejada antes de seu desenvolvimento e de sua execugéo.
Correlacionando-se desenvolvimento, otimizacdo e validagdo do método, um
laboratério pode produzir resultados bastante eficientes e produtivos, pois a qualidade
dos resultados gerados esta diretamente relacionada com a qualidade deste processo
(ABNT, 2005; Brasil 2003; Brasil 2005; EC. 2000; INMETRO 2003; ICH, 1995).

1.1. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:
o Validar o método de Lowry modificado;

. Calcular a estimativa da incerteza.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Proteinas
As proteinas sdo as moléculas organicas mais abundantes nas células e

representam cerca de 50% do seu peso seco. Sdo encontradas em todas as partes das
células, pois sdo fundamentais na estrutura e fungdes celulares, além disso, a maior
parte da informacdo genética € expressdo pelas proteinas (LEHNINGER, 1976). Os
aminoéacidos podem ligar-se covalentemente por ligac6es peptidicas formando peptideos
e proteinas. Os polipeptideos formam as proteinas e estes sdo formados por ligacdes
peptidicas entre os grupos amino (—NH,) de um aminoacido e carboxilico (-COOH) de
outro, ambos ligados ao carbono o de cada um dos aminoécidos. (SGARBIERI, 1996).
As proteinas sdo formadas por atomos de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
oxigénio, e quase todas contem enxofre. Algumas ainda podem conter fésforo, ferro,
zinco e cobre. Uma proteina pode se apresentar em diferentes graus de estruturacao,
podendo ser primaria, secundaria, tercidria ou quaternaria. Durante muito tempo
acreditou-se que a funcdo de uma proteina se dava pela sua estrutura tridimensional, no
entanto, nos ultimos anos, numerosas proteinas que nao apresentam forma globular ou
tridimensional foram identificadas possuindo funcéo biolégica (CAMPOS et al, 2011).
A ceélula geralmente contem milhares de diferentes proteinas e cada uma tem
diferente atividade biol6gica (NELSON e COX, 2011). As proteinas apresentam muitas
funcBes bioldgicas diversas. Elas sdo de fundamental importancia nos processos
bioldgicos atuando como catalisadores bioldgicos (enzimas), horménios, proteinas de
transporte, estrutural e contréatil, antigenos/anticorpo, funcdo nutricional,
neurotransmissores, transportadores através de membranas entre outros, pois sdo
essenciais sob todos os aspectos da estrutura e funcéo celular. As enzimas representam a
maior classe e cada uma dela catalisa um tipo diferente de reacdo quimica. A molécula
enzimatica contem um sitio ativo ao qual seu substrato especifico esta ligado durante o
ciclo catalitico. Outra classe de proteinas tem a fungdo de armazenar aminoacidos como
nutrientes para o crescimento do embrido, como é o caso da ovoalbumina da clara do
ovo e a gliadina das sementes do trigo. Outras proteinas tem a funcdo de transporte, elas
se ligam e transportam tipos especificos de moléculas no sangue. Outras ainda

funcionam como elementos essenciais nos sistemas contrateis de motilidade, como é o
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caso da actina e miosina. Elas podem ainda ter funcdo protetora, hormonal, toxinas,
elementos estruturais entre outras (SGARBIERI, 1996; LEHNINGER, 1976; ZAIA,
1998).

As proteinas desempenham um papel extremamente importante na determinagdo
das propriedades nutricionais e funcionais dos alimentos. Além disso, o valor bioldgico
atribuido a presenca de peptideos bioativos nas suas sequéncias primarias faz com que
as proteinas sejam consideradas ingredientes potencias para a promoc¢do da saude
(CARERI e MANGIA, 2003).

As proteinas ndo globulares sdo também conhecidas por proteinas néo
estruturadas ou desordenadas. Essa natureza € determinada pelas caracteristicas fisico-
quimicas da sua composicdo de aminoacidos, possui residuos de glicina e alanina ao
passo que falta triptofano e cisteina. Essas proteinas permanecem sollveis apds
tratamento térmico ou baixo pH, condi¢cBes em que a maioria das proteinas globulares
sdo desnaturadas e precipitam (CAMPOS et al, 2011).

As proteinas podem ser classificadas em dois grandes grupos de acordo com a
sua composicdo: proteinas simples que apresentam apenas aminoacidos em sua
composi¢cdo e proteinas conjugadas que apresentam aminoacidos (parte protéica) e
outras substancias (parte ndo protéica) (SGARBIERI, 1996).

Os aminoacidos possuem 2 grupos ionizaveis, um grupo carboxilico (-COO) e
um grupo aminico (-NH3") no carbono. Desse comportamento acido-basico deriva-se o
conceito de ponto isoeletrénico (PI) que é o valor de pH em que as cargas positivas e
negativas sao iguais.

A solubilidade de uma proteina depende do numero e arranjo de cargas na
molécula, que por sua vez dependera da composicdo em aminoacidos, particularmente
dos residuos acidos e basicos, as partes ndo protéicas também influenciam a
solubilidade. A solubilidade de uma proteina podera ser influenciada também por
fatores como pH, forca idnica, constante dielétrica do solvente e temperatura. As
proteinas geralmente sdo mais sollveis ou em pH &cidos ou alcalinos por causa do
excesso de cargas positivas ou negativas a esses pHs. O pH de menor solubilidade € o pl
da proteina, pois neste estado as cargas positivas e negativas das moléculas sdo iguais.
Portanto no pl a solubilidade estda diminuida e tende a formar precipitados
(SGARBIERI, 1996).
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Nos ultimos anos as técnicas e métodos para separacdo, purificacéo,
quantificacdo e caracterizacdo de proteinas e peptideos tem sido desenvolvidas e
aprimoradas. A investigacdo sobre a estrutura e propriedades fisico-quimicas das
proteinas de alimentos tem sido essencial para a elucidagdo da sua estrutura molecular
responsavel pela sua funcionalidade nos alimentos. Além disso, o desenvolvimento de
métodos para a purificacdo de proteinas tem sido de grande interesse na investigacao
biotecnologica (CARERI e MANGIA, 2003).

Tem se tornado cada vez mais relevante o estudo de metodologias para
determinar proteinas em varias areas como em tecnologia e ciéncias de alimentos,
laboratdrios de analises clinicas, nutricdo animal, nutricdo humana e pesquisadores da
area (ZAIA, 1998).

Os métodos mais utilizados para quantificar proteinas baseiam-se em trés
principios diferentes. O primeiro principio ¢ o de absor¢do de luz ultravioleta no
comprimento de onda de aproximadamente 280 nm. O segundo principio é baseado na
reacdo de grupos ou sitios especificos da proteina com diversos reagentes originando
complexos (cromoforos) que absorvem em diferentes faixas de comprimento de onda da
luz visivel e o terceiro principio baseia-se na determinacdo de nitrogénio seguido pela
multiplicacdo de um fator de conversdo de porcentagem de nitrogénio em porcentagem
de proteina (SGARBIERI, 1996).

O método que quantifica através do nitrogénio é o método de Kjeldhl. Os
métodos colorimétricos podem ser: Reacdo de biureto, método de Lowry (que € um
método espectrofotométrico) e complexacdo com corantes.

As proteinas sdo cadeias polipeptidicas longas, podendo conter de 100 a
milhares de residuos de aminoacidos. As proteinas simples somente fornecem
amino&cidos quando hidrolisadas.

Proteinas sdo separadas e purificadas com base em diferencas nas suas
propriedades, elas podem ser precipitadas seletivamente pela adicdo de sais. Os
processos cromatograficos utilizam diferencas no tamanho, afinidades de ligagdo, carga
e outras propriedades baseadas em troca ibnica, exclusdo por tamanho, afinidade e
cromatografia liquida de alta performance. A eletroforese separa as proteinas com base
em suas massas ou cargas. Todos os processos de purificacdo requerem um método para

a quantificacdo ou a avalia¢do da proteina de interesse na presenca de outras proteinas.
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A purificacdo pode ser monitorada pela avaliacdo da atividade especifica (NELSON e
COX, 2011).

As sequéncias de aminoacidos sdo obtidas a partir da fragmentacdo de
polipeptideos em peptideos menores com reagentes conhecidos por quebrar ligacdes
peptidicas especificas. Uma proteina também pode ser deduzida a partir da sequéncia
nucleotidica de seu gene correspondente no DNA (NELSON e COX, 2011).

Embora nenhum dos 20 aminoacidos encontrados em proteinas absorva luz na
faixa do visivel, os que absorvem mais fortemente no ultravioleta sdo os aminoacidos
tirosina, triptofano e fenilalanina. Uma vez que a maioria das proteinas contem residuos
de tirosina, a absor¢cdo em 280 nm em um espectrofotdbmetro, € uma maneira
extremamente rapida e conveniente de determinar o contedo protéico de uma solucgédo
(LEHNINGER, 1976).

A qualidade de um alimento depende da sua composic¢do, propriedades
nutricionais e funcionais. As proteinas sdo nutrientes essenciais aos organismos animal
e humano e devem estar presentes na alimentacdo em quantidades adequadas. Além do
aspecto quantitativo das proteinas, deve-se levar em conta o aspecto qualitativo, ou seja,
0 seu valor nutritivo.

As principais fontes de proteinas de origem animal sao leite e derivados, ovos e
0s varios tipos de carne. De origem vegetal sdo gréos, cereais e leguminosas.

As principais proteinas do leite sdo as caseinas e as do soro do leite sdo a a-
lactalbumina e PB-lactoglobulina, além da soroalbumina, imunoglobulinas, proteose-
peptonas, lactoferrina, transferrina e enzimas e as principais proteinas da clara sao:
ovalbumina, ovotransferrina, ovomucoéide, ovoinibidor, ovomucina, lisozima,
ovoglicoproteina, ovoflavoproteina, ovomacroglobulina e avidina.

A soroalbumnina bovina (BSA) é a proteina mais abundante no plasma
sanguineo representado 60% da massa total de proteinas plasmaticas. E constituida por
uma unica cadeia polipeptidica com 582 residuos de aminoacidos, 17 pontes dissulfeto e
um grupo sufidrilo livre. Sua funcéo bioldgica é a de fixacéo e transporte de pequenas
moléculas organicas enddgenas ou exdgenas como hormonios, acidos graxos, vitaminas
e medicamentos como antibidticos. A complexacao se da normalmente por ligacdes ndo

covalentes e frequentemente é reversivel e ndo especifica.
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2.2. Validacéo de métodos analiticos
Atualmente, quando todos os caminhos levam a busca da qualidade total, torna-

se indispensavel conhecer cada fase do processo produtivo. Neste caso, a validagdo é a
ferramenta adequada para garantir a confiabilidade dos resultados (VALENTINI,
SOMMER e MATIOLI, 2007).

A validacdo de um método analitico é fundamental, tanto na elaboragdo de
métodos de referéncia quanto na avaliagdo da competéncia de um laboratério em
produzir dados confidveis (ZOONEN et al, 1999). A utilizacdo de métodos validados é
importante para o laboratorio demonstrar sua qualificacdo (TAVERNIERS, DE LOOSE
e VAN BOCKSTAELE, 2004).

A escolha de uma metodologia analitica adequada é de fundamental importancia
para o controle de qualidade de uma substancia ativa ou forma farmacéutica. O processo
de validacdo pertence a Garantia da Qualidade , uma vez que o conceito de Garantia da
Qualidade é definido como a totalidade das providencias tomadas com o objetivo de
garantir que os produtos estejam dentro dos padrdes de qualidade exigidos para que
possam ser utilizados para os fins aos quais tenham sido propostos (VALENTINI,
2007).

A tematica da qualidade, segundo Moretto e Shib (2000), tem evoluido e
reconhece quatro eras: a) era da inspecdao da qualidade; b) era controle estatistico da
qualidade; c) era da garantia da qualidade e d) era da gestdo estratégica da qualidade.
Atualmente tem sido possivel identificar uma quinta era a era da validacao.

A validacdo de meétodos farmacéuticos deve estar em conformidade com as
diretrizes estabelecidas pela United States Pharmacopeia (USP), International
Conference Hamonization (ICH) ou Food and Drug Administration (FDA) para ser

aceita internacionalmente.

2.2.1. Definicbes
O termo validacdo de métodos é abrangente, principalmente se levarmos em

conta que ha, ou deveria haver, uma estreita relacdo entre calibragdo, validacdo e
controle de qualidade. Muito tem se falado sobre validacdo e certificagcdo porém, a falta
de uma padronizacdo na linguagem cria uma barreira para o entendimento total dos
termos (ATHAIDE, 2000). Por ndo se tratar de um termo especifico, muitas defini¢des

sdo encontradas na literatura:
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e Consiste em checagens que devem ser realizadas para garantir que 0s
parametros de desempenho de um método atendem as especificacdes
relacionadas com a intencdo de uso dos resultados analiticos (NATA, 1997);

e E 0 processo de determinacdo de um requisito analitico e de confirmacéo de
que o meétodo possui capacidade de desempenho consistente com 0s requisitos
de aplicacdo. Constitui o processo de determinacdo dos parametros de
desempenho e das limita¢gdes de um método, com identificacdo dos fatores que
podem mudar estes parametros e em qual extensdo (EURACHEM, 2002);

e E a comprovacdo, pelo fornecimento de evidencia objetiva, de que os
requisitos para uma aplicacdo ou uso especifico foram atendidos (EAL, 1997;
EC, 2002; INMETRO, 2003; 1SO, 2005).

e E 0 processo pelo qual é estabelecido, através de anélises em laboratorio, que
as caracteristicas fornecidas pelo método atendem aos requisitos proposto (USP,
2000).

Apesar das vérias defini¢cdes, o propdésito da validacdo é o de investigar se o
objetivo ao qual o método se propde é alcancado através da andlise dos parametros
obtendo resultados analiticos com um aceitavel nivel de incerteza.

A validacdo de um método € necessaria para confirmar adequacao ao uso, ou
seja, demonstrar que um protocolo, aplicavel a um tipo especifico de material, esta apto
para os fins pretendidos. Portanto, ela é uma ferramenta utilizada para demonstrar que
um método analitico especifico mede realmente o que se destina a medir
(TAVERNIERS, DE LOOSE e BOCKSTAELE 2004; WATZIG, 2008).

2.2.2. Quando validar um método
A validacdo de um método deve ocorrer sempre que de forma direta ou indireta

0 processo de fabricacdo tenha sido alterado, quando a qualidade final do produto for
duvidosa, equipamentos novos e em caso de implantacdo de um processo ou método
analitico novo (VALENTINI, 2000). Isto significa que a validacdo é necessaria sempre
que qualquer componente do sistema de analise é alterado ou quando houver indicios de
que o método estabelecido ndo produz mais resultados confiaveis (TAVERNIERS, DE
LOOSE e BOCKSTAELE, 2004). E responsabilidade do analista escolher o
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procedimento de validacdo e o protocolo mais adequado para o seu método de estudo
(WATZIG, 2008).

Segundo a ISO/IEC 17025, ela estabelece que métodos normalizados utilizados
fora dos escopos para os quais foram concebidos, ampliados ou modificados; métodos
ndo normalizados e métodos criados ou desenvolvidos pelos laboratérios devem ser
validados.

Validacdo estd intimamente relacionada com o desenvolvimento do método.
Quando um método estd sendo desenvolvido, alguns pardmetros ja estdo sendo
analisados nessa fase de desenvolvimento. Com os resultados desses parametros €
possivel verificar se hd necessidade de uma mudanca no protocolo original.

Quando um método ja foi previamente validado seguindo um protocolo
internacional, ndo h& necessidade de testar todos os parametros da validacdo, apenas
deve verificar se ele consegue as mesmas caracteristicas de desempenho.

Existe um grande nimero de parametros recomendados na validacdo que dizem
respeito tanto na identificacdo quanto na quantificacdo do analito (PIENKOWSKA,
2011). Esses parametros exigidos por diferentes organizagGes sao muito parecidos e
estdo exemplificados na tabela 1.

Com uma visdo mais ampla sobre validacédo, os resultados permitem ao analista
entender melhor as vantagens e as limitacdes do método. Os resultados obtidos na
avaliacdo dos parametros, estabelecidos pelas diretrizes, devem ser documentados em
um relatério de validacdo. Geralmente, os pontos fracos do método devem ser
rapidamente identificados e eliminados e entdo, o parametro reprovado deve ser
analisado novamente. Se o método falhar com relacdo a alguns pardmetros, o método

deve ser modificado e entéo deve ser realizada uma nova validagdo (WATZIG, 2008).
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Tabela 1: Pardmetros de desempenho segundo as diretrizes NATA, AOAC,
EURACHEM e INMETRO.

NATA AOAC EURACHEM INMETRO

(1997) (1998) (2002) (2003)
Linearidade + + + +
Faixa linear de trabalho + NA + +
Precisao + + + +
Exatidao + + + +
Sensibilidade + NA + +
Especificidade + + + +
Seletividade + NA + +
Limite de Deteccao (LD) + + + +
Limite de Quantificacdo (LQ) + + + +
Robustez NA NA + +
Incerteza de medigao + NA + NA
Recuperagao NA + + NA

+ : Parametro obrigatério
NA: Pardmetro ndo apresentado

2.2.3. Plano de Validacéo

Antes de iniciar os ensaios de validagdo, é essencial o desenvolvimento de um

plano de validacdo. Este plano deve descrever a finalidade do procedimento proposto

para permitir um planejamento adequado do processo de validagdo (RENGERA,
VEGHB e FERENCZI-FODORB, 2011). As estratégias de validacdo sdo descritas na

literatura com duas possiveis abordagens:

» Uma abordagem tradicional que se baseia na identificacdo de aspectos

especificos de desempenho atribuindo valores numéricos a estes. Os indicadores
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tradicionais de desempenho sdo precisdo, aplicabilidade, deteccdo/determinacao

de limites, linearidade, repetibilidade, reprodutibilidade, recuperacéo,

seletividade, e sensibilidade.
» Uma abordagem de adequagdo ao uso, baseado na incerteza (FEINBERG,

2007).

Num contexto geral, a validacdo de um método analitico consiste em pelo menos
cinco fases distintas que sao qualificacdo do sistema, avaliacdo de amostragem,
preparagio de amostras, analise e avaliacio dos dados (ARAUJO, 2009).

¢ Qualificacdo do sistema: a avaliacdo geral da qualificacdo do sistema permite
verificar que o instrumento é adequado para a analise pretendida; os materiais
(reagentes certificados, padrdes externos e internos) sdo adequados para utilizacéo
em determinacgdes analiticas; os analistas tem a formacdo adequada e qualificacéo;
documentacdo como procedimentos analiticos, protocolo adequado aprovado com
critérios pré-estabelecidos de aceitacdo. Se as qualificacbes gerais de um sistema
sdo ignoradas e surge um problema, seré dificil identificar a fonte do problema.

e Amostragem: a escolha de um método de amostragem adequado é de grande
importancia porque fornece garantias de que a amostra selecionada representa
verdadeiramente o todo.

e Preparacdo das amostras: a preparacdo da amostra € um elemento chave para o
sucesso da validacdo do método. Tem sido apontada que a preparacdo da amostra
representa 60-80% da importancia no processo de validagéo.

e Andlise: a analise estd relacionada com o instrumento usado para extrair
informacdes quantitativas da amostra com nivel de incerteza aceitavel. A escolha de
uma determinada anélise é baseada nas propriedades quimicas da espécie de
analise, concentracdo da substancia a ser analisada na amostra, matriz, custo, entre
outras.

¢ Avaliacdo dos dados: o principal objetivo da avaliacdo dos dados é resumir e ter
uma visdo sobre um conjunto de dados usando a matematica e abordagens
estatisticas. A avaliacdo dos dados permite extrair informacGes Uteis e tirar
conclusdo sobre os resultados, e mais importante ainda, sobre o processo de

validagdo de um modo geral.
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2.2.4. Parametros utilizados na validagdo de métodos
Os parédmetros utilizados para determinar o desempenho dos métodos s&o:

Linearidade, Faixa linear de trabalho, Especificidade, Exatid&o, Preciséo, Precisdo
intermediaria, Limite de deteccdo, Limite de quantificacdo, Robustez, Recuperacdo e
Incerteza de medicdo. Os parametros experimentais da validacdo, conforme INMETRO

(2003) estdo descritos e detalhados a seguir:

2.2.4.1. Curva de calibracéo/ Linearidade
Linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que 0s

resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentra¢do do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado (INMETRO, 2003; SWARTZ, 2007).

Para a avaliacdo da linearidade de um método analitico, calculos de regressao
linear ndo sdo suficientes, devem ser calculados valores residuais. Essa analise de
residuo € a melhor forma visual de se verificar linearidade e é representada pela
diferenca entre o valor real e o valor previsto a partir da regressao linear para cada valor
de concentracdo. Isso é diferente de uma curva padrdo que se refere a relacdo entre a
resposta instrumental e a concentragdo (HIBBERT, 2005; ROZET, 2011). Se os valores
residuais sdo distribuidos aleatoriamente sobre a linha de regresséo, a linearidade é
confirmada, enquanto que tendéncias sistematicas indicam uma ndo linearidade
(TAVERNIERS, DE LOOSE e BOCKSTAELE 2004).

2.2.4.2. Faixa Linear de Trabalho
Segundo INMETRO (2003), a faixa de trabalho é a faixa de concentracdes do

analito no qual o método pode ser aplicado, ou seja, é o intervalo entre 0s niveis inferior
e superior de concentracdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a
determinacdo com precisdo, exatiddo e linearidade, sob as condicdes especificadas no
ensaio.

Faixa linear de trabalho tambem pode ser definida faixa de concentragdes de
analito ao longo da qual o método fornece resultados de ensaios proporcionais a
concentragdo do analito, ou na qual um modelo linear pode ser aplicado com um nivel
de confianca conhecido (TAVERNIERS, DE LOOSE e BOCKSTAELE 2004).
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2.2.4.3. Especificidade/Seletividade
Especificidade analitica € a capacidade de um método para detectar apenas o

analito de interesse. A especificidade é muito confundida com seletividade.
Especificidade é quando um método produz resposta para somente aquele analito, e
seletividade é quando produz resposta para varios analitos, porém distingue a resposta
de um analito de outro. Um método é considerado especifico e seletivo quando o analito
de interesse & determinado mesmo na presenca de outros componentes na matriz
(WALTON, 2001; INMETRO, 2003).

De acordo com Eurachem (1998), especificidade e seletividade refletem a
mesma caracteristica e estdo relacionados de modo que a especificidade significa 100%
de seletividade. Um método deve primeiro demonstrar uma alta especificidade antes de
realizar a quantificacéo.

Para Rozet (2011) e Swartz (2007) a seletividade é definida como a capacidade
do método medir de forma inequivoca e diferenciar os analitos na presenca de

componentes interferentes que séo esperados estarem presentes.

2.2.4.4. Exatidao
E a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito

como verdadeiro.

A exatiddo de um método analitico é verificada quando sdo obtidos resultados
muito proximos em relacdo ao valor verdadeiro. A exatiddo é calculada como
porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra,
ou como a diferenca percentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida
dos intervalos de confianca (USP, 2000).

2.2.4.5. Precisao
A precisdao de um método € a declaracdo da proximidade da concordancia entre

resultados de ensaios mutuamente independentes e é normalmente expressa em termos
de desvio-padrdo. E considerada também como a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em

condicBes definidas. As duas formas mais comuns de expressa-la s&o por meio da
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repetitividade e a reprodutibilidade, sendo usualmente expressa pelo desvio-padrdo
(INMETRO, 2003).

2.2.4.6. Precisao intermediaria
Os resultados da precisdo intermediaria sdo variacbes devido a eventos

aleatorios, como diferentes dias, analistas e equipamentos. Na determinacdo da precisao
intermediéria, 0 modelo experimental deve ser muito bem tracado de modo que as
variaveis do analista possam ser monitoradas (SWARTZ, 2007).

Para o Inmetro (2003) a precisdo intermediaria é a precisao sob condicdes de
reprodutibilidade em que os resultados dos ensaios sdo obtidos com 0 mesmo método,
variando-se laboratdrios, analistas ou equipamentos. J& para Taverniers, De Loose e
Bockstaele (2004) é uma precisdo sob condicbes em que resultados de ensaios
independentes sdo obtidos com o mesmo método, em amostras idénticas, no mesmo
laboratério, mas por diferentes analistas, utilizando diferentes equipamentos, ao longo
de um periodo de tempo.

2.2.4.7. Limite de Deteccéo (LD)
Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra

que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as condicdes
experimentais estabelecidas. E a concentracdo minima de uma substancia medida e
declarada com 95 ou 99% de confianca de que a concentracdo do analito é maior que
zero (INMETRO, 2003). Portanto, o limite de deteccdo pode ser considerado como a
menor quantidade de analito numa amostra que pode ser detectada, mas ndao

necessariamente quantificada com um valor exato (SWARTZ, 2007).

2.2.4.8. Limite de Quantificacéo (LQ)
E o limite inferior de quantificacio de um composto presente em uma amostra

que possa ser determinado quantitativamente com precisdo e exatiddo (ROZET, 2011;
INMETRO, 2003). Para Swartz (2007), limite de quantificacdo é definido como a
menor concentracdo de um analito numa amostra que pode ser determinada com

precisdo e exatidao aceitaveis sob as condi¢des operacionais especificas do método.
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2.2.4.9. Robustez
A robustez refere-se a sensibilidade do método apresentada nas minimas

variagBes que possam ocorrer quando este esta sendo executado. A avaliacdo da
robustez deve ser considerada durante a fase de desenvolvimento do método.

Para a USP (2000), robustez é a capacidade que o método apresenta em se
manter inalterdvel através de pequenas, mas deliberadas modificacbes em seus
parametros e fornecer resultados confiaveis.

Um método € considerado robusto quando o efeito dessas pequenas
modificacdes € desprezivel. A extensdo dessas modificacOes deve refletir a variacao
normal nos parametros do método pois o objetivo da robustez é indicar os fatores que
podem influenciar significativamente nos resultados, possibilitando compreender 0s
potenciais problemas que podem ocorrer quando o método é repetido em diferentes

laboratorios.

2.2.4.10. Recuperacgao
A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um analitico

dentro de um limite de variacdo. Porcentagens de recuperacdo préximas a 100% sédo
desejaveis. Este parametro deve ser realizado comparando-se os resultados analiticos de
amostras extraidas a partir de trés concentracdes (baixa, média e alta).

Ensaio de recuperacdo estima a capacidade de um método analitico para medir
corretamente um analito quando uma quantidade conhecida é adicionada. Os resultados
de recuperacdo também avaliam a interferéncia da matriz sobre a amostra (WALTON,
2001).

2.2.4.11. Incerteza de medicéo
Atualmente para garantir a qualidade dos resultados, a validacdo de um método

deve incluir entre os seus parametros o calculo da incerteza. Segundo a diretriz NATA
(1997), incerteza da medicdo e parte da expressdo do resultado corrigido de uma
medicdo, a qual define a faixa de valores dentro da qual o valor verdadeiro ou, se
apropriado, o valor verdadeiro aceito, € esperado ser encontrado. Segundo
EURACHEM (2002), essa estimativa da incerteza é um parametro unico (usualmente

desvio padréo ou intervalo de confianga) que expressa a faixa de valores possiveis com
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base no resultado da medicdo. Parametro associado ao resultado de uma medigdo que
caracteriza a dispersdo dos valores que podem razoavelmente ser atribuidos ao
mensurado.

Os parametros basicos analisados na validacdo de métodos analiticos ndo séo
suficientes para permitir uma correta interpretacdo e comparacdo dos resultados, para
esse objetivo ser alcancado, é necessario calcular a medicdo da incerteza do ensaio. A
ISO/IEC 17025 analisa a necessidade da estimativa da incerteza, no contexto de
métodos de ensaio, mas ndo como um parametro de desempenho em processos de
validacdo. Esta norma considera que uma estimativa razoavel da incerteza deve estar
baseada no conhecimento do desempenho do método e no escopo da medicdo, devendo
fazer uso, por exemplo, de experiéncia e dados de validacdo anteriores. Segundo
Taverniers, De Loose e Bockstaele (2004) a estimativa da incerteza € um indicador
chave tanto da adequacdo para uso de um método quanto da confiabilidade dos
resultados analiticos obtidos em um laboratdrio. Este parametro cobre todas as fontes de
erros do processo analitico, além daquelas obtidas nos processos de validacdo de
métodos.

Para o célculo da incerteza, devem-se levar em conta todas as fontes individuais
de incerteza associada aos resultados finais, e cada contribuicdo de incerteza é expressa
como um desvio-padrdo. E importante que o método esteja livre de erros sistematicos
para um calculo correto da incerteza.

A incerteza nos limites proximos ao de deteccdo e quantificacdo pode ser maior.
Considerando que os resultados analiticos ndo sdo somente concentracdes, mas sim
estimativas de concentracdo propensas a erros, nas medi¢cdes abaixo dos limites estas
estimativas acompanhadas por suas respectivas incertezas podem levar a resultados
negativos. Limites ndo sdo diretamente relevantes na estimativa de incerteza, porém a
incerteza abaixo do limite de deteccdo e proxima ao limite de quantificacdo pode exigir
cuidados especiais.

No entanto, o célculo da incerteza ainda € raro embora seja um passo obrigatorio
para os laboratorios que visam atingir o credenciamento na ISO 17025. A incerteza de
medicdo mostra ao analista que um resultado é apenas uma estimativa da concentragdo
real da amostra, ela quantifica a davida sobre um resultado a fim de ajudar o analista a
tomar decisdes corretas, sabendo dos riscos de conformidade e ndo-conformidade

(ROZET, 2011). A estimativa da incerteza deve ser realizada para assegurar que 0S
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resultados analiticos a partir de testes e relatérios de laboratdrios pode ser usada para
decidir sobre a aceitacdo ou rejeicdo de um determinado método, além disso, pode ser

verificado e avaliado o desempenho de um laboratério de ensaio.

2.2.5. Espectrofotometria
A avaliacdo de uma metodologia analitica é uma etapa basica em sistemas de

qualidade e incorpora os programas de Boas Praticas de Laboratério visando garantir
que o método utilizado seja adequado ao que se propde identificar ou quantificar
empregando diferentes procedimentos em fungdo do objetivo da analise (COTTA,
2006). Segundo Zaia (1998) sdo muito variados os métodos para a determinacdo da
concentracdo de proteinas totais, no entanto, as metodologias mais utilizadas sdo as
espectrofotométricas no ultra-violeta e no visivel. A principal vantagem dos métodos
colorimétricos e espectrofotométricos é a de proporcionarem um meio simples para
determinar quantidades diminutas de substancias.

Um espectrémetro € um instrumento que dispde de um sistema 6tico que pode
provocar a dispersdo da radiacdo eletromagnética incidente, e com a qual se podem
fazer medidas da radiacdo transmitida num certo comprimento de onda da faixa
espectral. Um fotdmetro destina-se a medir a intensidade da radiacdo transmitida ou
uma funcdo desta intensidade. Um espectrémetro e um fotdmetro, combinados num
espectrofotébmetro, podem gerar um sinal que corresponde a diferenca entre a radiacdo
transmitida por um material tomado como referéncia e a radiacdo transmitida pela
amostra analisada, num certo comprimento de onda. Na analise espectrofotométrica a
fonte de radiacdo emite até a regido ultravioleta do espectro. Desta radiacdo selecionam-
se comprimentos de onda definidos que constituem bandas, com largura menor que
1nm. Este procedimento necessita de um espectrofotdmetro (JEFFERY et al, 1992). O
espectro vai de 185 a 800 nm, sendo ultravioleta de 185 a 400 nm e o espectro visivel de
400 nm até 800 nm.

A espectrofotometria € uma técnica analitica baseado na absorcdo de luz por
moléculas que passam do estado fundamental para o excitado, quando a luz é absorvida
por um analito, a energia radiante do feixe de luz diminui, sendo a absorbancia de luz
diretamente proporcional a concentragdo das especies absorventes de luz na amostra
(SEVERO JUNIOR, 2007). A relacdo quantitativa entre o fendbmeno de absor¢éo e o
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namero de espécies moleculares que sofrem absorgdo € dada pela lei de Lambert-Beer
(FREITAS, 2006).

A absorcdo de radiacdo se deve ao fato de as moléculas terem elétrons que
podem ser promovidos a niveis de energia elevados mediante a absorcdo de energia. A
energia necessaria pode ser a proporcionada pela radiacdo com comprimentos de onda
no visivel, e o0 espectro de absorcdo estara na regido do visivel. Em outros casos, é
necessaria energia maior, associada a radiagdo ultravioleta. Além da variacdo de energia
eletronica, que é consequéncia da absor¢do da radiacdo, hd também variacOes
associadas a energia de vibracdo dos atomos na molécula e variagdes da energia de
rotacdo. Isto significa que as quantidades de energia absorvidas serdo diversas,
dependentes dos niveis vibracionais atingidos pelos elétrons. Os elétrons numa
molécula podem ser classificados em trés tipos diferentes.

a) Elétrons com uma ligagdo covalente (ligagdo o): sdo elétrons fortemente ligados,
e para excita-los é necessaria radiacao de alta energia (pequeno comprimento de
onda).

b) Elétrons ligados a &tomos como os do cloro, do oxigénio ou do nitrogénio, por
um par isolado. Este elétrons ndo-ligantes pode ser excitados por energia menor
(comprimento de onda maior) que os elétrons ligantes fortemente ligados.

c) Elétrons em ligagdes duplas ou triplas (orbitais ) que podem ser excitados com
relativa facilidade. Nas moléculas que tem ligaces duplas alternadas (sistemas
conjugados), os elétrons m estdo deslocados e exigem menos energia para a
excitacdo, de modo que a absorcdo se desloca para 0os comprimentos de onda
maiores.

A espectrofotometria é considerada um processo analitico sensivel, rapido, cujos
resultados séo precisos. Quando um feixe de luz monocromatica atravessa uma solugdo
que contém uma espécie absorvente, uma parte dessa energia radiante é absorvida e
entdo se estabelece uma relacdo entre a absorbancia ou transmitancia com a
concentracdo do analito (FREITAS, 2006). Quando essa radiacdo atravessa a solucao,
os elétrons das ligacbes sdo excitados e ocupam um nivel superior de energia,
absorvendo parte da energia que passa pela solucdo. A absor¢do vai depender do
comprimento de onda da radiacao e da estrutura eletrénica da molécula, ou seja, quando

a luz (monocromatica ou heterégena) incide sobre um meio homogéneo, uma parcela da
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luz incidente é refletida, uma outra parcela é absorvida no meio e o restante é
transmitido (JEFFERY, 1992).

Tendo em conta que a cor de uma substancia reflete a sua capacidade de
absorver seletivamente na regido visivel do espectro eletromagnético, é claro que,
depois de ter conseguido medir com elevado grau de exatidao a intensidade da luz, a
exatiddo das medidas, na analise de uma solucdo corada, em virtude da absor¢édo
seletiva de um dos seus componentes, sera aumentada se forem feitas no comprimento
de onda da radiacdo absorvida. A este respeito, deve-se acentuar que a cor que se
observa provem da radiacao que ndo é absorvida, ou, em outras palavras, a radiagdo que
¢ transmitida pela solucdo corada. Esta cor, ou a cor correspondente a esta radiacéo, € a
cor complementar da cor correspondente a radiagdo absorvida.

Um espectrofotdmetro é formado basicamente por uma fonte de radiacdo, um
monocromador, cubeta onde se coloca a amostra e um detector de sinal. Nos
espectrofotbmetros, para cobrir todo o intervalo de comprimento de onda, opera-se com
duas lampadas. A primeira, usualmente uma lampada de tungsténio- halogénio (ou de
quartzo-iodo), cobre os comprimentos de onda do espectro visivel até o ultravioleta
proximo (300-320 nm). A lampada tem um bulbo de quartzo a fim de permitir a
passagem da radiacdo ultravioleta. Uma segunda lampada, de hidrogénio ou de deutério,
¢ usada para medidas no ultravioleta. A de deutério é preferida em virtude da
intensidade da radiacdo ser mais elevada. Esta lampada também tem um bulbo de
quartzo. Também se usam lampadas de xendnio, com dominio espectral de 250 a 600
nm (JEFFERY, 1992).

O aparelho ainda pode ser de feixe simples ou duplo, os espectrofotémetros mais
modernos sdo de feixe duplo que cobrem a regido de 200 a 800 nm mediante um
processo de varredura continua e automatica. Nestes instrumentos, o feixe de radiacéo,
de uma lampada de tungsténio ou deutério, depois de monocromatizado, é dividido em
dois feixes idénticos, um dos quais passa atraveés de uma célula de referencia e o outro
através da célula da amostra. O sinal da absorcdo, na célula de referencia, €
automaticamente subtraido do sinal da célula da amostra e o sinal liquido resultante
corresponde a absor¢do dos componentes na solugdo amostra.

O comportamento de uma amostra em relacdo a absorbancia e sua concentracdo
geralmente obedece uma lei que é a lei de Lambert-Beer. A lei de Lambert afirma que,

quando a luz monocromética passa através de um meio transparente, a taxa de
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diminuicdo da intensidade com a espessura do meio é proporcional & intensidade da luz.
Isto € equivalente a afirmar que a intensidade da luz emitida diminui exponencialmente
com a espessura do meio absorvedor, ou que qualquer camada do meio com certa
espessura absorve sempre a mesma fracdo da luz incidente sobre ela. J& Beer estudou o
efeito da concentragdo do constituinte corado, numa solugéo, sobre a transmisséo ou a
absorcédo da luz e descobriu a mesma relagdo entre a transmisséo e a concentracao que
Lambert havia descoberto entre a transmissdo e a espessura da camada, isto é, a
intensidade de um feixe de luz monocromatica diminui exponencialmente com a
concentracdo da substancia absorvedora (JEFFERY, 1992). A medida de absorcdo de
luz por um espectrofotémetro é utilizada para detectar e identificar moléculas e para
medir suas concentracfes em solucdo. A fracdo da luz incidente absorvida por uma
solucdo em um comprimento de onda esta relacionada a espessura da camada envolvida
na absor¢do de luz (comprimento do caminho da luz) e a concentragdo da espécie que
absorve a luz. Essas duas relacdes € que formam a lei de Lambert-Beer (NELSON e
COX, 2011).

A lei ndo vale quando o soluto corado forma complexos, cuja composicéo
depende da concentragdo. Podem ocorrer também discrepancias quando ndo se usa luz
monocromatica. O comportamento de uma substancia pode ser sempre ensaiado pelo
gréfico de log lo/l; (onde Iy € a intensidade da radiacdo da luz incidente e I; é da luz
transmitida) ou log 1/T, contra a concentracdo; a lei fica confirmada quando uma reta
passa pelos pontos experimentais e pela origem. No caso de solugdes que ndo obedecem
a lei de Beer, é mais conveniente preparar uma curva de calibracdo mediante uma serie
de padrbes com as concentracdes conhecidas (JEFFERY, 1992).

A equacdo que representa a lei de Lambert-Beer é:

A =¢bc
Onde:
A: é a absorbancia (sem unidades)
&: é a absortividade molar em unidades de L. mol™ .cm™
b: comprimento do caminho da amostra, ou seja, € o comprimento do caminho
que a luz tem que atravessar a cubeta (em centimetros).

c: é a concentracdo do elemento que absorve na solugdo, expresso em mol.L™
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O método espectrofotdmetro € um método econdmico e de facil execucdo
quando comparado a outros métodos, e pode ser utilizados em analises rotineiras de

controle de qualidade de medicamentos e alimentos.

2.2.6. Método de Lowry
O método de Lowry foi proposto primeiramente por Wu em 1922 sendo o mais

utilizado para a determinacdo de proteinas (LOWRY, 1951). O método se baseia numa
mistura de molibdato, tungstato e acido fosforico (reagente Folin Ciocalteau) que sofre
uma reducdo quando reage com proteinas, na presenca do catalisador Cu*? e produz um
composto em absor¢do méxima de 750 nm. Os aminoéacidos cromogenos sdo tirosina e
triptofano. O desenvolvimento da cor do ensaio parece ser bastante estavel até 4 horas
apos a adicdo do reagente de Folin-Ciocalteau (POMORY, 2008).

O método de Lowry é altamente sensivel, apresenta uma melhor exatiddo em
relacdo a outros métodos, consome uma menor quantidade de amostras e dependendo
do caso estd menos suscetivel a alguns tipos de interferentes (ZAIA, 1998). Apesar
dessas vantagens, o método apresenta longo tempo de andlise, possui absortividade
especifica altamente variavel para diferentes proteinas e segue a lei de Lambert-Beer
apenas numa pequena faixa de concentracdo de proteinas (LOWRY, 1951). Porém, a
razdo para a curvatura da curva padréo parece ndo ser uma questdo de desvio da lei de
Lambert-Beer, essa curvatura ainda ndo € muito bem explicada. Para resolver estes
problemas, tem sido propostas varias modificacbes do método de Lowry como a
proposta por Hartree no método melhorando a faixa de linearidade e uniformizando as
absortividades especificas para algumas proteinas (ZAIA, 1998).

Outra desvantagem do método seria a interferéncia dos fons magnésio (Mg?*) e
calcio (Ca®"). A hipbtese para a interferéncia do calcio ndo estd muito bem definida,
mas a do magnésio seria que 0 ion magnésio liga-se a proteina e a alguns constituintes
do reagente B de Lowry e assim reduz a sua sensibilidade ao reagente de Folin (XIE,
1994). A adicdo de oxalato de sodio reduziu significativamente 0s erros na
determinacdo da concentragdo de proteina em que havia interferéncia do célcio, o
oxalato de sodio € um quelante de calcio (MORRISSEY e WOLTERING, 1989).
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Dawson e Heatlie (1984) em seus estudos comprovaram que outro interferente
do método de Lowry seria a luz. Como as absorbancias foram consistentemente mais
elevadas em amostras que foram expostas diretamente a luz natural, concluiu-se que o
ensaio pode ser fotossensivel.

Apesar de todos os interferentes, 0 método de Lowry é um dos mais utilizados

para quantificacdo de proteinas.
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CAPITULO I

RESUMO
Validacdo € a comprovacgdo, pelo fornecimento de evidencia objetiva, de que os

requisitos para uma aplicacdo ou uso especifico foram atendidos. A validacdo de um
método é necessaria para confirmar adequacdo ao uso, ou seja, demonstrar que um
protocolo, aplicavel a um tipo especifico de material, estd apto para os fins pretendidos.
Portanto, ela ¢ uma ferramenta utilizada para demonstrar que um método analitico
especifico mede realmente o que se destina a medir. Ela deve ocorrer sempre que de
forma direta ou indireta o processo de fabricacdo tenha sido alterado, quando a
qualidade final do produto for duvidosa, equipamentos novos e em caso de implantagédo
de um processo ou método analitico novo. As proteinas desempenham um papel
extremamente importante na determinacdo das propriedades nutricionais e funcionais
dos alimentos. Além disso, o valor bioldgico atribuido a presenca de peptideos bioativos
nas suas sequéncias primarias faz com que as proteinas sejam consideradas ingredientes
potencias para a promocdo da salde. Os métodos mais utilizados para quantificar
proteinas sdo Biureto, Bradford, BCA, Kjeldahl e de Lowry, sendo o método de Lowry
0 mais utilizado. Este trabalho objetivou validar o método de Lowry com algumas
modificagdes demonstrando que o mesmo é adequado aos objetivos que se propde e
uma avaliacdo do célculo da estimativa da incerteza da medicdo. Os parametros
analisados foram os preconizados por NATA (National Association of Testing
Authorities - Australia). A proteina utilizada em todos os experimentos foi albumina
bovina sérica — BSA. A metodologia foi a padrdo desenvolvida por Lowry com algumas
modificagbes. Os resultados dos parametros analisados mostraram que o método
modificado apresenta sensibilidade de 0,0046 pug.mL™; linearidade de 10-80 pg.mL™;
precisdo por repetitividade de 0,152 pg.mL™; precisdo intermediaria de 0,450 pg.mL™;
faixa linear de trabalho: 20 — 80 pg.mL™; limite de deteccdo: 4,0 ug.mL™; limite de
quantificacéo de 20 ug.mL™; 0 método é robusto e foi realizada a medicéo da incerteza.
O metodo foi desenvolvido e validado.

Palavras-chave: Proteina; Validacdo; Lowry; Incerteza do método
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ABSTRACT
Validating is proof, by providing objective evidence, that the requirements for a specific

use or application have been met. The validation of a method is needed to confirm
fitness for use, to demonstrate that a protocol applicable to a particular type of material
is fit for its intended purpose. Therefore, it is a tool used to demonstrate that a specific
analytical method actually measures what is intended to be measured. She should occur
whenever a direct or indirect manufacturing process was changed when the final
product quality is questionable, and new equipment in the event of a process or
implementation of new test method. Proteins play an extremely important role in
determining the functional and nutritional properties of foods. Moreover, the biological
value attributed to the presence of bioactive peptides in their primary sequences makes
the proteins are considered potential ingredients for the promotion of health. The
methods used to quantify proteins are Biuret, Bradford, BCA, Kjeldahl, and Lowry, the
method of Lowry the most used. This study aimed to validate the method of Lowry with
some modifications demonstrating that it is appropriate to the goals and proposes a
review of the calculation of the estimated measurement uncertainty. The parameters
analyzed were those recommended by NATA (National Association of Testing
Authorities - Australia). The protein used in all experiments was bovine serum albumin
- BSA. The methodology was developed by the standard Lowry with some
modifications. The results of the analyzed parameters showed that the modified method
has a sensitivity of 0.0046 pg.mL™; linearity of 10-80 ug.mL™; precision repeatability
of 0.152 pg.mL™, intermediate precision of 0.450 pg.mL™; linear response range: 20 -
80 pg.mL™; detection limit: 4,0 ug.mL™; quantitation limit of 20 pg.mL™, the method is
robust and was made measuring the uncertainty. The method was developed and

validated.

Keywords: Protein; validation; Lowry; Uncertainty of the method
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1. INTRODUCAO

Durante anos a selecdo e o desenvolvimento de métodos de ensaio foram
considerados assuntos de grande importancia para os laboratorios, com frequente
negligéncia sobre as condi¢bes de aplicacdo pratica dos mesmos. Possivelmente, esta
énfase aconteceu devido ao fato de que a maioria das organizacfes, governamentais ou
de padronizacdo, desenvolvia métodos e incorporava-os as legislacbes ou padrdes
internacionais, mas nao utilizava nenhum mecanismo para verificar o desempenho
desses metodos em suas aplicacdes. Felizmente, tal panorama tem sido suplantado pela
necessidade de demonstracdo de sucesso na aplicacdo de métodos de ensaio (WOOD,
1999). Esta confirmacgdo, por evidéncia objetiva de que 0s requisitos para uso
pretendido de um método séo atendidos, constitui a validagéo (ISO, 2005).

O tema validacdo de métodos de ensaio tem recebido consideravel atencdo em
literaturas cientificas, comités industriais e agéncias regulamentadoras, com grande
procura por parte dos laboratérios e organismos acreditadores por protocolos para
planejamento e controle destes processos. No entanto, a diversidade de areas de
aplicacdo, de parametros de desempenho a serem avaliados, bem como de terminologia
e definicGes, tem dificultado a harmonizacdo dos processos de validacdo em termos de
determinacdo de indicadores de qualidade dos métodos em ensaio e das respectivas
modalidades de célculos associadas a estes indicadores (ANTIGNAC et al, 2003).

Especificamente na area de analise de alimentos, a validacdo de métodos esta
estritamente relacionada com seguranca alimentar e comércio internacional. Os
resultados provenientes dos métodos do ensaio muitas vezes subsidiam a formulacao de
politicas de salde publica para melhoramento da qualidade dos alimentos
disponibilizados a populacdo do pais (BRASIL, 2006).

Por ndo se tratar de um termo especifico, diversas definicdes sdo encontradas na
literatura para validacdo de métodos. Segundo a diretriz australiana NATA, validacdo
consiste em checagens que devem ser realizadas para garantir que os parametros de
desempenho de um método sdo conhecidos e demonstram que o0 método ¢é
cientificamente adequado nas condi¢Ges em que é aplicado. Estabelece, por meio de um
conjunto de estudos laboratoriais sistematicos, que 0s parametros de desempenho do
método atendem as especificacdes relacionadas com a intencdo de uso dos resultados
analiticos (NATA, 1997).
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Um processo analitico pode ser dividido nas etapas de desenvolvimento,
otimizacdo, validagdo, aplicacdo e revalidacdo do método. Na prética, a passagem de
uma etapa para outra acontece quase que de forma imperceptivel, embora seja
aconselhavel que o método a ser validado esteja claramente descrito antes de iniciar o
processo de validagdo. A revalidacdo pode ser necessaria se algum aspecto operacional
do método for modificado durante a rotina de sua aplicacdo ou se houver indicacdo de
que o método estabelecido ndo é mais adequado (TAVERNIERS, DE LOOSE & VAN
BOCKSTAELE, 2004).

A ISO/IEC 17025 estabelece que métodos normalizados utilizados fora dos
escopos para os quais foram concebidos, ampliados ou modificados, métodos ndo
normalizados e métodos criados ou desenvolvidos pelos laboratorios devem ser
validados.

As formas de validacdo ou de verificacdo de desempenho de métodos de ensaio
citadas pela ISO/IEC 17025 incluem: calibracdo com uso de padrdes ou materiais de
referencia; comparacGes com outros métodos; comparacdes interlaboratoriais; avaliacao
sistematica dos fatores que influenciam o resultado; e avaliagdo da incerteza dos
resultados.

O processo de validacdo demanda uma decisdo sobre quais parametros de
desempenho precisam ser avaliados. Os parametros utilizados para determinar o
desempenho dos métodos sdo: Linearidade, Faixa linear de trabalho, Especificidade,
Exatidao, Precisdo, Precisdo intermediaria, Limite de deteccdo, Limite de quantificacéo,
Robustez, Recuperacao e Incerteza de medicao.

A ISO/IEC 17025 analisa a necessidade da estimativa da incerteza, no contexto
de métodos de ensaio, mas ndo como um parametro de desempenho em processos de
validacdo. Esta norma considera que uma estimativa razoavel da incerteza deve estar
baseada no conhecimento do desempenho do método e no escopo da medicdo, devendo
fazer uso, por exemplo, de experiéncia e dados de validacdo anteriores. Segundo
Taverniers, De Loose & Van Bockstaele (2004) a estimativa da incerteza € um
indicador chave tanto da adequacdo para uso de um método quanto da confiabilidade
dos resultados analiticos obtidos em um laboratério. Este parametro cobre todas as
fontes de erros do processo analitico, além daquelas obtidas nos processos de validagao

de métodos.
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2. Material e Métodos

2.1. Material
A proteina utilizada em todos os experimentos foi albumina bovina sérica — BSA

(SigmaAldrich).

2.2. Métodos

2.2.1. Doseamento da proteina por espectroscopia do UV-Visivel
A massa utilizada de BSA foi de 25 mg dissolvida em 250 mL de agua destilada.

Foram realizadas dilui¢fes cuja concentracdo dos dez pontos permaneceu entre 10ug e
100 pg. Os pontos foram: 10 ug, 20 pug, 30 pg, 40 pg, 50 pg, 60 pg, 70 pg, 80 ug, 90
pg e 100 pg. Apos a adicdo da amostra, o volume foi completado com agua destilada
para 1,0 mL. Foi adicionado 2,0 mL em cada tubo do reagente C que é formado pela
mistura de 50 mL de solugdo Na,CO3; a 2% em NaOH 0,1 N com 1,0 mL da solucéo de
CuS0,4.5H,0 a 0,5% e citrato de sddio 1%. Apos essa adi¢do os tubos permaneceram
em repouso por 10 minutos e entdo se adicionou 0,2 mL do reagente Folin Ciocalteau
1:1 em agua destilada. Terminada a adicdo, os tubos foram agitados em vortex e foram
deixados em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente. A leitura foi realizada
em 750 nm. O reagente Folin Ciocalteau foi preparado no laboratério.

No trabalho original, apds a adi¢do da amostra o0 volume é acertado para 1,0 mL
com NaOH, neste trabalho o volume foi acertado com agua destilada. No método
proposto por Lowry (1951) o volume do reagente C é de 5,0 mL e do reagente D € de
0,5 mL. Neste trabalho os volumes foram 2,0 mL e 0,2 mL respectivamente como
mostra a tabela 2. A composicao dos reagentes encontra-se no ANEXO 1.

Para se determinar o comprimento de onda ideal, foi feita uma varredura de 400

a 900 nm. O pico foi exatamente em 750 nm, o que esta de acordo com a literatura.
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Tabela 2: Protocolo de preparo das amostras

Amostra  Aliquota BSA Vol Agua Reagente C Reagente D
(ML) (Hg) (ML) (mL) (mL)
1 100 10 90 2 0,2
2 200 20 80 2 0,2
3 300 30 70 2 0,2
4 400 40 60 2 0,2
3) 500 50 50 2 0,2
6 600 60 40 2 0,2
7 700 70 30 2 0,2
8 800 80 20 2 0,2
9 900 90 10 2 0,2
10 1000 100 0 2 0,2

2.2.2. Parametros avaliados

2.2.2.1. Linearidade
A curva analitica de linearidade foi ensaiada com 10 repeti¢cbes para cada

concentracdo de proteina em triplicata no intervalo previamente testado que foi de 10 pg

a 100 pg.

2.2.2.2. Faixa Linear de Trabalho
O intervalo linear de trabalho da curva de calibracdo deriva do estudo de

linearidade do método e foi determinada matematicamente pela relacdo S/X x 100,
sendo S = desvio-padréo, X = média da massa determinada.
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2.2.2.3. Precisao
Foi determinada por meio da repetitividade através de 10 repeticdes da

concentracdo de 50 pg.mL™ realizada 7 vezes.

2.2.2.4. Sensibilidade
A sensibilidade é o coeficiente angular da reta, portanto, é expressa pela

inclinacdo da curva de regressao linear de calibracdo obtida pela linearidade.

2.2.2.5. Limite de Deteccao
O limite de deteccdo foi determinado a partir de concentracdes decrescentes de

proteinas de 20 pg até 1,25 pg. Esse limite foi repetido 10 vezes.

2.2.2.6. Limite de Quantificacéo
O limite de quantificacdo foi determinado a partir dos resultados da curva de

linearidade.

2.2.2.6. Robustez
Neste parametro foram avaliadas as seguintes variagoes:

e (A) Mistura Na;CO3 2% / CuSO,4 1% + Tartarato de sodio 2%

e (a) Mistura Na,CO3 1,8% / CuSO,4 0,8% + Tartarato de sddio 1,8%

e (B) Tempo de 10 minutos

e (b) Tempo de 8 minutos

e (C) Reagente Folin Ciocalteau 0,2 mL

e (c) Reagente Folin Ciocalteau 0,18 mL

Experimentalmente um protocolo fatorial proposto por Yuden-Steiner foi utilizado

para avaliar a robustez.

2.2.2.7. Incerteza de medicgdo
O célculo da incerteza foi feito a partir da combinacdo de todas as fontes

individuais de incerteza e suas subcausas.
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2.2.3. Analise Estatistica

A anélise estatistica foi feita nos programas Excel 2010 e Origin 6.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Linearidade e Sensibilidade
A linearidade é a capacidade de um método analitico demonstrar que o0s

resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003). Ela pode ser calculada a partir da
equacdo da regressdo linear, determinada pela relacdo dos minimos quadrados.

Neste trabalho a linearidade foi obtida através do ensaio de 10 curvas com dez
pontos e sendo cada ponto realizado em triplicata e o resultado é mostrado na Figura 1.
A partir da equacdo da reta é possivel obter a sensibilidade que neste método foi de
0,0046.

Abs
0,6 -

0,5 - y = 0,0046x + 0,0074
Rz =0,9977 o

01 - P

L -1
.m
0 T T T T ug T

0 20 40 60 80 100

Figura 1: Determinacdo do diagrama de calibracdo da proteina BSA.
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O diagrama de calibragdo apenas nos mostra a linearidade dos valores
adicionados do analito e a sua respectiva massa encontrada, entretanto, é necessario
investigar dentro desta linearidade qual € o intervalo do método em que a linearidade
propriamente dita é obtida, considerando a incerteza da medigdo. Para tanto,
calcularam-se os valores de desvio-padrédo para cada ponto de repeticdo juntamente com
sua média e a partir da relacdo entre o coeficiente do desvio e média pela massa nominal
adicionada, obteve-se a Figura 2. Este tipo de andlise é conhecido como anéalise de
residuos, pois apesar do coeficiente de regressdo linear ser frequentemente utilizado
como adequagéo da reta a curva e mostrar linearidade, os desvios de linearidade ndo séo
detectados visualmente sendo necessaria a analise de residuos. Através da analise de

residuos podemos verificar que a linearidade situa-se na faixa de 10 a 80 pg.mL™.

Y-YO0
0,1 -
0,05 -
r 0 ‘ ‘ ’ ‘ ‘ ‘ T T 1
-10 10 30 50 78 * 9(‘ 110
14 1
'0,05 N “gmL
_O’l J

Figura 2: Avaliacdo da linearidade a partir da analise de residuos (Y — Y0), sendo Y0 massa de
BSA adicionada e Y a massa determinada.

O trabalho original de Lowry et al (1951) diz que o método é linear de 10 a 100
pg.mL™.

Para ficar claro que o coeficiente de correlacdo do diagrama de calibracdo nédo
indica linearidade, foram feitos diagramas de calibracdo e suas respectivas analises de
residuos por faixas de concentracdo como mostram as figuras 3, 4 e 5. No extremo
superior, apesar do coeficiente de correlacéo ser considerado bom, a analise de residuos

mostra a tendéncia a ndo linearidade dos resultados.
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Figura 3: a) Diagrama de calibragdo da proteina BSA. b) Linearidade da proteina BSA na faixa
de concentracéo entre 10 e 60 pg.mL-1.

Abs. a)
0,38 -
y =0,0046x + 0,013
2
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Figura 4: a) Diagrama de calibragdo da proteina BSA na faixa de concentragéo entre 20 e 80
ug.mL-1. b) Linearidade da proteina BSA na faixa de concentracédo entre 20 e 80 ug.mL-1.
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Abs.
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Figura 5: a) Diagrama de calibragdo da proteina BSA na faixa de concentragéo entre 50 e 102
ug.mL-1. b) Linearidade da proteina BSA na faixa de concentracdo entre 50 e 102 ug.mL-1.

3.2. Faixa Linear de Trabalho
E o intervalo entre os niveis inferior e superior de concentracéo do analito para o

qual foi demonstrado ser possivel a determinacdo com preciséo, exatidao e linearidade.
Neste trabalho encontramos uma faixa linear de trabalho entre 10 e 100 pg.mL™,
entretanto, por assumirmos precisdo esperada quando o coeficiente de variacdo for
menor que 5%, a faixa linear de trabalho encontra-se entre 20 e 80 pg.mL™. A faixa

linear de trabalho é demonstrada nas Figura 6.

(Abs/C)*100
0,051

0,05 ~
0,049 -

0,048 1
0,047 -

0,046 -
0,045 -
0,044 -

0,043 -
Média +5%: 0,05108
0,042 Média: 0,0486479

0,041 - Média -5%: 0,04622

0,04 -

Figura 6: Determinacdo da faixa linear de trabalho (limite inferior e superior) através da
correlacdo [Resposta/C)X 100] X log C.
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3.3. Limite de Detec¢édo
O limite de deteccdo representa a menor concentragdo da substancia em anélise

que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. Neste trabalho foi
possivel uma deteccéo de 4,0 ug.mL™ como mostra a Figura 7. Para o limite de deteccéo
partiu-se da menor concentracdo onde foi possivel demonstrar linearidade e estar dentro
da faixa linear de trabalho, concentragdo de 20 pg.mL™, e diluiu-se até 1,25 pg.mL™.
Pode-se afirmar que a reta que passa pelo ponto 20 pg.mL™ est4 dentro da lei de
Lambert-Beer e, portanto, todos 0s outros pontos pertencentes a esta reta. No ponto da
inflexdo das retas pode-se afirmar que a leitura de absorbancia e sua respectiva
concentracdo é a mesma. Para calcular a concentracdo na interseccdo das retas
igualaram-se as equacdes e chegou-se no resultado de 3,69 pg.mL™, aproximadamente
4,0 ug.mL™.

0,12
Abs y =0,0057x - 0,0109
R? = 0,9996
0,1 Vs
0,08
Y1=0,0057x — 0,0109
Y2=0,0034x — 0,0024
0,06 Yi=V2
y = 0,0034x - 0,0024 0,0057x — 0,0109 = 0,0034x — 0,0024
R2 = 0,9918 0,0057x — 0,0034x = -0,0024 + 0,0109
0,04 0,0023 x = 0,0085
X = 3,69 pg.mL
0,02
-1
ng.mL
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Figura 7: Limite de deteccdo da proteina BSA (4,0 pg/mL).

3.4. Limite de Quantificacdo

O limite de quantificagdo que é o limite inferior de quantificacdo de um
composto presente em uma amostra que foi determinado quantitativamente com
precisdo e exatiddo estd demonstrado na figura 8. O limite de quantificacdo para uma

incerteza menor que 3% foi de 20 ug.mL™. Para concentracdes na ordem de 10" (ppm)
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considera-se variacdo de até 16%, entretanto neste trabalho, o critério adotado foi menor

que 3%.
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Figura 8: O limite (LQ) pode ser estabelecido em 20 ppm para uma incerteza na medicao,
menor que 3% (U < 3 %).

3.4. Preciséo
A precisdo foi obtida por repetitividade, ou seja, pela concordancia entre 0s

resultados dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista, mesma
instrumentacio, mesmo método e mesmo laboratorio e por precisio intermediaria. E um
procedimento aplicado repetidamente a multiplas andlises da mesma amostra
homogénea em condicBGes idénticas. Neste trabalho a precisdo por repetitividade e
precisao intermediaria foram obtidas por 10 repeticdes como mostram as figuras 9 e 10.
A precisdo por repetitividade foi de 0,152 pg.mL™ e por precisdo intermediéria foi 0,450

ug.mL'l, utilizando o valor tabelado de K segundo a norma ASTM E 691-99.
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Figura 9: Repetitividade (+s) = 0,152 pg.mL-1 para 7 repeti¢Ges, sendo o n=11 a média.

K(ASTM E 691-99) : K=1,68; p= 10, n=7; nivel de significincia = 0,5
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Figura 10: Precisdo intermediaria (£sr) = 0,450 pg.mL-1, para K tabelado da norma ASTM E
691-99.

3. 5. Robustez
O parametro robustez foi ensaiado considerando as variagdes do protocolo

fatorial proposto por Yuden-Steiner variando-se concentracdes de reagentes, volumes e
tempo de reacdo como mostra 0 QUADRO 1. O tratamento estatistico aplicado para
verificar se houve diferencas significativas entre os resultados obtidos comprovou que o

método é robusto. Entretanto, em virtude de que o meétodo necessita que o pH da
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amostra permanega no intervalo entre 10,0 e 10,4, ndo é possivel ensaiar outras

variacdes de pH.

(A) Mistura de A A A A a a a a
Na2CO3

2%/CuS0O4 1% +

Tarta. 2%

(a) Mistura
Na2CO3 1,8%/
CuS0O4 0,8% +
Tarta. 1,8%

(B) Tempo 10 min B B b b B B b b

(b) Tempo 8 min

(C) Folin 0,2 mL C ® C c C ® Cc ®

(c) Folin 0,18 mL

Quadro 1: Ensaio de robustez com variagdes nas concentracfes dos reagentes, diferentes
tempos de espera e volumes diferentes.

3.6. Incerteza de medicéo
Para calcular a incerteza de medicao foram levantas todas as possiveis fontes de

erros e suas subcausas na execu¢do do método como mostra a figura 11. A incerteza é a
combinacdo de todas as fontes de erros e essas fontes de incerteza séo:

» Incerteza do fator de diluicdo;

> Incerteza da balanca tendo como subcausas as sensibilidades da tara e da

medicao;
> Incerteza do baldo volumétrico tendo como subcausas temperatura,

calibracdo e enchimento;
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> Incerteza das ponteiras do pipetador automético tendo como subcausas a
ponteira de capacidade de 1000 pL (V1) e a ponteira de capacidade de
5000pL, dados vindos do certificado;

> Incerteza da preciséo e

> Incerteza da medicdo.

u fator
U massa diluido
(balanca)
u
\ sensibilidade hal3n
m tara \ﬁ
Cal
» > Enchim.
m medicao @
sensibilidade | \¢ TO
A\ T
D
Cal / Cal
/4—T0 <_To Modelo
"
matematico
uVvi uVv2 uSr u Cx

Figura 11: Diagrama de Ishikawa mostrando as causas e subcausas de fontes de erro.

Para o célculo da estimativa da incerteza séo feitos varios calculos matematicos
e estatisticos. A figura 12 mostra a estimativa da incerteza da medicdo em relacdo a
concentracdo e a figura 13 a incerteza combinada de todas as possiveis fontes de erro. A
incerteza nas concentracdes medianas € menor quando comparadas as concentracoes

dos extremos.
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Figura 12: Estimativa da incerteza da medicdo X concentracao.
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Figura 13: Incerteza combinada.

57

Nota-se que a incerteza combinada é maior nas menores concentracoes,

tornando-se praticamente constante a partir de 50 pg.mL™. As causas que contribuem

para a incerteza combinada nas diferentes concentracfes nao sdo sempre as mesmas.

Nas concentracdes menores 0 que mais contribui para a incerteza é a medicdo como

mostra a figura 14. Na concentracdo mediana o que mais contribui € a balanca, ou seja,

incerteza da massa como mostra a figura 15, assim como nas concentra¢Ges superiores.

Na maior concentracdo como mostra a figura 16, a maior fonte de incerteza ¢ a balanca
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seguida da incerteza da precisdo, o que estd de acordo com o parametro analisado da

validacdo, pois a precisdo mostrou que a maior concentracdo nao é precisa.

U comb Cx = 10,2 pg/mL )
0,1 - 0,09271 m u baldo
0,09 - -y V2
0,08 -
mus
0,07 -
0,06 - mEum
0,05 - muV1
0,04 - 0,0346429 0,03472
muF
0,03 -
0,02 - muCx
0,01 - mUc
0 .
Figura 14: Incerteza combinada para concentracdo 10,2 pg.mL -1.
U comb
0,035 -
Cx=51pg/mL
0,03 - 0,02883
m u baldo
0,025 - mu\V2
muVi
0,02 -
muF
0,015 - mus
mu Cx
0,01 -
’ |
0,0069377 0,00732 um
mUc
0,005 -
0,00228
0,000533
0 .

Figura 15: Incerteza combinada para concentracdo 51,0 pg.mL -1.
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U comb
0.03 1 Cx =102 pg/mL
0,02479
0,025 1 m U baldo
muV2
0,02 -
muV1
muF
0,015 -
mu Cx
Hus
0,01 A
mum
mUc
0,005 - 0,0034837
0,002284
0,00053
0 J

Figura 16: Incerteza combinada para concentragdo 102 pg.mL -1.
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4. CONCLUSOES
Apesar da existéncia de muitas técnicas modernas, 0 método
espectrofotométrico tem demonstrado ser eficaz, além do custo mais baixo e do facil
manuseio.
O meétodo modificado foi desenvolvido e validado. Os resultados obtidos permitem
afirmar que o método modificado de Lowry tem os seguintes parametros de validag&o:
e Sensibilidade: 0,0046 pug.mL™
e Linearidade: 10 — 80 pg.mL™
e Precisdo por repetitividade: 0,152 pg.mL™
e Precisdo intermediaria: 0,450 pg.mL™
e Faixa linear de trabalho: 20 — 80 pug.mL™
e Limite de deteccio: 4,0 ug.mL™
e Limite de quantificagdo: 20 pg.mL™
e Robustez: as variacdes nao afetaram o resultado final
e Incerteza: a incerteza combinada mostra que o método apresenta incertezas
maiores em concentragdes até 50 ug.mL™ e, ap6s essa concentracéo, a incerteza

torna-se praticamente constante.
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ANEXO |

Determinacdo de Proteina pelo método de Lowry et al (1951).

Reagentes:

Reagente A: solucdo de Na,CO3za 2% em NaOH 0,1 N

Reagente B: solucdo de CuSQO,. 5H,0 a 0,5% e citrato de sodio 1%

Reagente C: no momento de usar misturar 50 mL do reagente A + 1 mL do reagente B

Reagente D: reagente de Folin Ciocalteau diluido com agua deslitlada a 1:1

Tubo BSA (ug) Vol NaOH | Reagente C | Reagente D

0,IN - mL (mL) (mL)
1 0 1,0 5 0,5
2 10 0,9 5 0,5
3 20 0,8 5 0,5
4 30 0,7 5 0,5
5 40 0,6 5 0,5
6 50 0,5 5 0,5
7 60 0,4 5 0,5
8 80 0,2 5 0,5
9 100 0 5 0,5




