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RESUMO

A aplicacdo de qualquer método novo em andlises laboratoriais deve passar por uma validacao para
melhor ter a certeza dos resultados. Infelizmente no laboratério de Inspeccdo de Pescado de
Quelimane utiliza 0 método ndo normalizado e ndo validado para quantificacdo de sulfito em matriz
caranguejo, ndo garantido assim a qualidade dos resultados das suas anéalises, dai que o presente
trabalho tem como objectivo Validar o Método Modificado de Monier Williams usado para
Quantificar Sulfito na matriz de Caranguejo. Para o efeito avaliou-se directamente o método
demonstrando a exactiddo e indirectamente 0 método demonstrando especificidade/selectividade;
linearidade; sensibilidade; limites de detencgdo e quantificacdo; preciséo e robustez. A exactidao do
método foi estimada a partir da recuperacdo do sulfito em amostras fortificadas analisadas por
analistas diferentes a 25, 75 e 150ppm, onde em todos 0s pontos apresentou recuperacdo dentro do
limite aceitavel de 70 a 110%; Especificidade/selectividade do método foi estimada a partir da
recuperacdo do analito na amostra em estresse (HCI, NaOH, H,0O, fluorescéncia e temperatura),
onde apresentou resultados de recuperacdo do analito dentro do limite aceitavel em amostras em
todos meios de estresse conservadas no congelador e no stresse com HCI na geleira assim como no
congelador; a Linearidade do método foi determinada pela determinacdo de sulfito nas amostras
fortificadas em seis pontos (25, 50, 75, 100, 125 e 150ppm), onde verificou-se R=0.9974
demostrando éptima correlacdo; a Sensibilidade do método corresponde ao coeficiente angular da
recta, foi determinada juntamente com a linearidade, onde, b=0.8825 correspondente ao angulo
41.46°, indicando 6ptima inclinacéo da recta; os Limites de Detencédo e Quantificacdo do método
foram determinados a partir da regressdo da concentracdo de 25ppm ate 17.5ppm, onde o limite de
deteccdo foi de 15.67ppm e o limite de quantificacdo foi de 22.76ppm; a Precisdo do método foi
determinada juntamente com a exactiddo do método, em foi verificada a repetibilidade por
apresentar resultados seguidos do mesmo analista menores que a repetibilidade e reprodutibilidade
por ndo apresentar variacao nas médias e variancias nos resultados dos dois analistas; Robustez foi
determinada pela recuperacdo aceitavel de sulfito mesmo variando o tempo de fluxo de sulfito e
demostrou que o aumento do tempo de fluxo de sulfito ndo influencia no resultado da analise. O
Método Modificado de Monier Williams usado no Laboratério de Inspeccdo de Pescado de

Quelimane é valido para quantificacdo de sulfito por titulometria na matriz de caranguejo.

Palavras-chaves: Validagéo, Método de Monier Williams, Sulfito, Caranguejo



ABSTRACT

The application of any new method in laboratory analysis must undergo a validation to better be
sure of the results. Unfortunately in the Fish Inspection Laboratory of Quelimane uses the non-
standard method and not validated for the qualification of sulphate in crab matrix, thus not
guaranteeing the quality of the results of its analyzes, hence the present work aims to Validate the
Modified Method of Monier Williams Used for Qualification of Sulphite in the Crab Matrix.
For the purpose it was directly evaluated the method demonstrated the accuracy and indirectly the
method demonstrating specificity/sensitivity; linearity; sensitivity; limits detention and
quantification; precision and robustness. The Accuracy of the method was estimated from the
recovery of the sulfite in fortified samples analyzed by analysts other than 25, 75 e 150ppm, where
at all points recovered within the acceptable limit of 70 to 110%; Specificities/Selectivity was
estimated from the analyte in the stress sample (HCI, NaOH, H,O, fluorescence and temperature),
where it showed results of recovery of the analyte within the acceptable limit in sample in all stress
media conserved in the freezer and stress with HCI in the glacier as well as the freezer; the
Linearity of the method was determined by the determination of sulphite in the fortified samples in
six points (25,50, 75, 100, 125, 150ppm) where showed R=0.9974 there was great correlation; the
Sensitivity of the method corresponds to the coefficient angle of straight, was determined together
with the linearity, where, b=0.8825 corresponding to the angle of 41.46°.indicating optimal slope of
the line; the Limits of Detention and Quantification of the method were determined from the
concentration regression of 25ppm up to 17.5ppm, where the detention limit was 15ppm and the
limit of quantification was 22.76ppm; the Precision of the method was determined together with the
accuracy of the method, in which the repeatability was verified by presenting results followed by
the same analysts smaller than the repeatability and reprodutybility because it did not present
variation in its means and variance in the results of the two analysts; robustness was determined by
the acceptable recovery of sulphite even by varying the sulfite flow time, demonstrating that the
increased sulphite flow time did not influence the result of the analysis. The Modified Monier
Williams Method used in de Quelimane Fish Inspection Laboratory is valid for quantification of

sulphite by titration in the crab matrix.

Keywords: Validation; Method of Monier Williams, Sulphite; Crab.
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CAPITULO - 1:
1. INTRODUCAO

A demonstracdo da qualidade de medi¢cbes ou analises quimicas através de rastreios,
comparabilidade e confiabilidade é cada vez mais exigida no mundo inteiro, sendo que dados
analiticos ndo confiaveis podem comprometer conclusdes de estudos e conduzir a decisdes erradas,
acompanhado de prejuizos financeiros irreparaveis (Perez, 2010).

O Instituto Nacional de Inspeccdo de Pescado de Quelimane (INIP) é a entidade competente
nacional e com prestigio internacional, na garantia dos requisitos higio-sanitarios da cadeia de
producdo e comercializacdo dos produtos alimentares de origem aquética e prestacdo de servicos
com qualidade requerida pelo sector produtivo, garantindo a protec¢cdo do consumidor, bem como a
salde e bem-estar do animal e do ambiente.

De modo a garantir o cumprimento dos requisitos higio-sanitarios ao mercado e uma maior
proteccdo do consumidor, esta dispde de um departamento denominado de “Laboratério de
Inspeccdo de Pescado (LIP) , com reconhecimento internacional da sua competéncia técnica em
analises quimicas e microbioldgicas através da Norma 1SO17025:2005, atribuida pelo IPAC-

Acreditagdes (Instituto Portugués de Acreditacao).

O Laboratério da Inspeccdo do Pescado introduziu medidas de garantia de qualidade tais como:
métodos de analise validados; procedimentos internos de controlo de qualidade; participacdo em
testes de ensaios de proficiéncia; credencial atendendo aos requisitos da norma ISO 17025 e
estabelecimento de rastreabilidade de resultados e medicOes, para assegurar que sdo capazes de
fornecer dados com qualidade requerida.

A validacdo de um método é a confirmacdo de que os ensaios realizados usando um certo método
produzem resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida (DOQ-CGCRE-008, 2010).

O presente trabalho pretende validar o método modificado de Monier Williams recomendado pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC), por titulometria utilizado no Laboratério de
Inspeccdo de Pescado de Quelimane para detencdo de sulfito na matriz de caranguejo, visto que o

mesmo ainda ndo foi submetido ao processo de validagéo.



1.1.  Problematizacao

O Laboratério de Inspeccdo de Pescado de Quelimane (LIP-Quelimane) utiliza o método
modificado, ndo normativo de Monier Williams por titulometria para detengédo de sulfito, que tem
como principio a destilacdo para detencdo de sulfito em matrizes de camardo; caranguejo e lagosta.
Este método, utilizado nesta instituicao ja foi validado e acreditado pelo IPAC AcreditacGes apenas
para detencdo de sulfito em miolo de camardo e 0 mesmo ndo € extensivo as outras matrizes, tal
como a de caranguejo, lagosta e outras. A validacdo de um método consiste na avaliagdo da
selectividade/especificidade; linearidade, sensibilidade; limites de detencdo e de quantificacdo;
precisdo e robustez do método mediante alguma alteracdo relevante tal como a alteracdo da matriz.
A consequéncia da falta de validagdo de um método ndo normativo é a falta de confianca nos
resultados obtidos a partir do mesmo. Eis que surge a seguinte questdo: Sera que os resultados
produzidos na analise de sulfito em caranguejo a partir do mesmo método sdo crediveis, veridicos e

fiaveis?
1.2.  Justificativa

Havendo falta de comprovativo de que a partir de um método ndo normalizado, utilizado por um
laboratorio pode-se obter resultados fidveis, leva 0 mesmo a tomada de decisdes que podem
comprometer a sua confiabilidade. A gravidade do uso de métodos ndo validados reside na
possibilidade do mesmo realizar leituras ndo veridicas. Neste caso, a alta concentracdo de sulfito no
caranguejo, pode causar problemas de salde aos consumidores, em baixas concentra¢fes pode
comprometer a conservagédo do caranguejo, fazendo com que perca o seu valor comercial e traduzir-
se em perdas avultadas de dinheiro (Popolim, 2009). Neste contexto o presente trabalho sugere a
validacdo do método de andlise de sulfito em caranguejo utilizado no Laboratorio de Inspec¢édo

Pescado de Quelimane.

1.3. Objectivo.

1.3.1. Obijectivos gerais
e Validagdo do Método Modificado de Monier Williams usado no Laboratorio de Inspecgdo
de Pescado de Quelimane para Quantificacdo de Sulfito por Titulometria na matriz de

Caranguejo.

1.3.2. Objectivos Especificos:

e Quantificar o sulfito em amostras de caranguejo fortificadas com HMS por meio de anélise,

utilizando o método modificado de Monier Williams.



e Determinar o critério directo de avaliacdo (exactiddo) do método modificado de Monier
Williams

e Determinar os critérios indirectos de avaliacdo (especificidade/selectividade, limites de
detencdo e de quantificacdo, linearidade, precisdo e robustez) do método modificado de

Monier Williams.

1.3.  Hipoteses

Hn: O método modificado de Monier Williams é valido para quantificacdo de sulfito por
titulometria em caranguejo.
Ha: O método modificado de Monier Williams ndo é valido para quantificacdo de sulfito por

titulometria em caranguejo.



CAPITULO 2:
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Validagdo de Método Analitico

Validacdo é a confirmacdo, através de exame e apresentacdo de evidéncia objectiva, de que o0s
requisitos especificos relativos a uma dada utilizacdo sdo cumpridos, sendo mais aplicado para
casos em que se trata de um método novo; que ndo esta descrito na literatura cientifica; método que
existe mas que sera implementado pela primeira vez num laboratério e método que existe mas que
vai ser realizado recorrendo a uma matriz diferente ou que sofreu uma alteracéo significativa, sendo
critérios da avaliacdo directa e indirecta, principais componentes para a realizacdo da validacdo de
um método analitico (DOQ-CGCRE-008, 2010).

2.1.1. Formas de Validagao
A validacdo de um método analitico pode se realizar de forma seguinte:

v Usando materiais de referéncia certificado — consiste em analisar niUmero suficiente de

replicadas desse material e comparar os resultados obtidos com o valor certificado. Os MRC
(quando disponiveis) sdo os materiais de controlo preferidos, pois estdo directamente
relacionados com padrdes internacionais.

v' Usando amostras com resultados obtidos por diferentes métodos — consiste na avaliacdo

do método apds analise de diferentes amostras com diferentes métodos, onde as diferencas
obtidas para cada amostra sdo calculadas e comparadas com o valor desejado,
estabelecendo-se o nivel de confianca de acordo com o intervalo de concentracdo (menores
valores de concentracdo causam maior dispersdo dos dados aumentando o limite de
confianca).

v' Usando _programas_inter-laboratoriais — usa-se a analise de variancia (ANOVA), que

determina a existéncia de diferencas significativas entre os valores obtidos pelos laboratérios
envolvidos. No minimo é aceitavel a participacdo de oito (8) laboratorios participantes e
caso ndo se consiga reunir esse nimero, pondera-se a participacdo de no minimo cinco (5)
laboratdrios participantes.

v Validacdo pelo método de recuperacdo - € o método mais utilizado para validagdo de

processos analiticos e esta relacionada com a exactiddo, pois reflecte a quantidade de
determinado analito, recuperado no processo, em relagdo a quantidade real presente na

amostra.



2.1.2. Critério Directo de Avaliagdo
O critério directo de avaliacdo € o critério que para a sua interpretagdo ndo se sustenta com outras

ferramentas. A exactiddo faz parte desse critério por se determinar a partir de ferramentas de
avaliacdo directa (Martins, 2015).

e Exactidao

A exactiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados num
determinado ensaio e um valor de referéncia aceite como verdadeiro. Os processos mais utilizados
para avaliar a exactiddo de um método podem ser: materiais de referéncia, comparacdo de métodos,
ensaios de recuperacdo, adicdo padrdo ou ensaios inter-laboratoriais (Guia RELACRE, 2013).

A recuperacgdo é expressa como erro sistematico percentual, inerente ao processo. O erro sistematico
ocorre pela perda da substancia devido a baixa recuperacdo da extraccdo, medidas volumétricas
imprecisas ou substancias interferentes na amostra. O estudo da recuperagdo consiste na
"fortificacdo™ da amostra, ou seja, na adi¢do de solucdes com diferentes concentracdes do analito de
interesse seguida pela determinacdo da concentracdo do analito adicionado. Calcula-se a quantidade

percentual recuperada pelo processo usando a equagéo seguinte:

nivel de sulfito lido (ppm)

Recuperagdo (%) = x 100 (1)

nivel de sulfito teorico (ppm)

Este parametro deve ser realizado comparando-se os resultados analiticos de amostras extraidas a
partir de trés concentracdes (baixa, média e alta) com o padrdo de recuperacdo aceite, podendo

variar de pais para pais (Perez, 2010).

2.1.3. Critério Indirecto de Avaliacao
O critério directo de avaliagdo necessita de outras ferramentas para a sua interpretacdo. Fazem parte
desse critério especificidade/selectividade; linearidade; sensibilidade; limites de detencdo e

quantificacdo; precisao e robustez.

e Selectividade/Especificidade
Considera-se que um método é selectivo quando o mesmo consegue distinguir e quantificar com
precisdo o analito na presenca de outras substancias interferentes nas condicGes indicadas do ensaio
para a mostra matriz em estudo. Especificidade é a auséncia absoluta de efeitos de interferéncias,
assim temos que especificidade é igual 100% a selectividade. Uma forma de avaliar a especificidade
e selectividade de um método é realizando ensaios de recuperagéo (Martins, 2015).



e Linearidade/Curva de Calibracao

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados directamente
proporcionais a concentracdo da substancia em estudo, dentro de uma determinada faixa de
aplicacao que deve ser definida por no minimo cinco pontos que ndo incluam o ponto zero na curva,
devido aos possiveis erros associados. A equacdo y = bx + a (2) relaciona as duas variaveis,
sendo, y - Resposta medida; x - concentracdo teorica; a - intersec¢do com o eixo y quandox =0eb
- inclinagdo da curva analitica (Dos Santos, 2012).
p— ZiealCn =) X O =9
Yn=1(tn — %)
a=y—bxx (4)
Yn=1[0en — %) X (yn = ¥)]

R? = 5
JELQVWVX@L&%—WW()

Onde: xn = valores individuais de concentracdo; yn =valores individuais de sinal instrumental;
x=média dos valores em X (concentracdo tedrica); y- Média dos valores de y (concentracao

determinada) y.

o Sensibilidade

A sensibilidade é a medicdo da capacidade de um método ou aparelho distinguir pequenas
diferencas de concentracdo do analito. A mesma encontra-se associada a capacidade de resposta do
analito (b) e ndo deve ser confundido com o limite de detecgéo. (Godin, et all, 2011).

angulo darecta =tan™1b (6)

angulo da recta = tan~1 0.8825 = 41.43°;
e Limites de Deteccdo e de Quantificagdo

Limite de detencdo (LD) - é a concentracdo minima de uma substancia detectada e declarada com

95 ou 99% de confianca de que a concentracdo do analito é maior que zero.

Limite de quantificacdo (LQ) - € o limite inferior de quantificacdo de um composto presente em

uma amostra que possa ser determinado quantitativamente com precisdo e exactiddo (Moura, et
ell.,2008).

LD=%+3xDP (7)

LQ=x+10xDP (8)
Onde: (x) - Média e (DP) - desvio padrao



e Precisdo

A precisdo é uma medida do grau de proximidade dos valores obtidos pelo método analitico sobre

uma amostra, podendo ser determinada por repetibilidade e por Reprodutibilidade (Rosario, 2012).

A precisdo de um método de ensaio por repetibilidade é efectuada em condigdes idénticas, isto é,
ensaios efectuados sobre uma mesma amostra, em condicOes tdo estaveis quanto possivel, mesmo
Laboratorio; mesmo analista; mesmo equipamento; mesmo tipo de reagentes e curtos intervalos de
tempo (Guia RELACRE, 2013).

r = 2.8 X desvio padrao individual (9)

Considera-se precisdo em condicBes de reprodutibilidade ensaio de um método efectuado em
condicOes de ensaio diferentes, utilizando 0 mesmo método de ensaio, sobre uma mesma amostra,

variando o laboratdrio; os analistas, equipamentos e ou em épocas diferentes (Andiotti, 2005).

R = 2.8 X desvio padrao comum (10)

e Robustez

A robustez é a capacidade do método para conduzir ao mesmo resultado apesar das alteracdes
introduzidas deliberadamente. Essas alteracGes podem ser: variacdo da temperatura; humidade; pH;
comprimento de onda ou o tempo. Quanto maior for a robustez de um método, maior sera a

confianca desse método quanto a sua precisdo (Moser, 2014).

2.2. Método de Monier Williams

O método de Monier-Williams preconizado pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) quantifica sulfito total em diversas matrizes, com excepcdo dos vegetais do género
Brassicaspp. (couve, repolho, nabo) e Alliumspp. (cebola, alho), porque possuem, como
componentes do aroma, dissulfetos que interferirem na analise (Nagato, et all., 2013). Este
determina o sulfito livre mais a parte reprodutivel de sulfitos vinculados, tais como adi¢do de
produtos de carbonilo em produtos pesqueiros frescos e processados e de carne. A amostra é
aquecida com refluxo de nitrogénio que é introduzida na amostra para arrastar o sulfito até ao
condensador de agua. O sulfito é borbulhado em uma solucao de perdxido de hidrogénio a 3%, onde
é oxidado a acido sulfurico. O sulfito contido € directamente proporcional ao acido sulfurico gerado

que é determinado por titulacdo de hidroxido de sodio a 0.01N padroniza (INIP, 2015).



2.3. Método Estatistico

A estatistica fornece um conjunto de ferramentas (média, desvio padrdo, coeficiente de variancia e
variancia e testes comparativos) para o controle da qualidade, essenciais para uma abordagem
analitica completa. Estas ferramentas servem para, com critérios estatisticos, auxiliar a tomar
decisbes na interpretacdo dos resultados, viabilizando a realizacdo da validacdo de método analitico
(Andiotti, 2005).

2.3.1. Teste Comparativos
e Teste de Grubbs

O teste de Grubbs é um teste utilizado para verificar se existem valores discrepantes (minimo e
méaximo), denominados de Outliers, que apresentam um grande afastamento dos restantes ou sdo

inconsistentes com estes (Martins, 2015).

e Teste de Fisher

O teste exacto de Fisher serve para testar a hipotese de duas variaveis que estdo associadas. E
indicado quando o tamanho das duas amostras independentes é pequeno e consiste em determinar a
probabilidade exacta de ocorréncia de uma frequéncia observada, ou de valores mais extremos
(Andiotti, 2005).

e Teste t-student

E o teste que utiliza a média das amostras, que se torna mais proxima da normal a medida em que o
amanho da amostra aumenta, assumindo que se trata de dispersdes normais e independentes
(Andiotti, 2005).



CAPITULO 3
3. METODOLOGIA

3.1. Forma de Validacédo

A validacdo que serd implementada nesse trabalho € a validacdo pelo método de recuperacéo,
utilizando amostra branca de caranguejo enriquecida com a solucéo padrdo HMS no Laboratério de
Inspeccao de Pescado de Quelimane, para a realizagdo dos ensaios analiticos.

3.2. Material, Equipamento, Reagentes, Solucdes e Preparacéo de Solugdes

a. Material e Equipamento

Foi usado material e equipamentos previamente calibrados na realizacdo dos ensaios analiticos,

viabilizando a validacdo do método.

Amostra de Caranguejo triturado BalGes de destilacdo 500ml

Aparelhagem para destilacdo BalGes receptores (250ml)

Botija de azoto Balanca analitica210+0.0001g

Manta eléctrica Pipeta graduada (5ml e 10ml)

Bureta 25+0.05ml Micropipeta 100-1000ul, 10ml
Erlenmayer 200ml Pipetas volumétricas 50+0.2ml, 50+0.2ml
Copos de Becker 20ml e 50ml Proveta graduada 50+0.2ml, 250+2ml
Bal&o volumétrico 100 Bal&o volumétrico de 1000£0.4ml

Bal&o volumétrico de 250+0.3 ml Baldes volumétrico de 500+0.25 ml

Baldo volumétrico de 500+0.5 ml



b.

Reagentes e Solucdes

Tabela 1: Apresentacdo dos reagentes e solugdes utilizados nos ensaios

Reagentes Soluces
» Peroxido de hidrogénio a 30% (H,05) Solugéo de peroxido de hidrogénio a
3%;
> Acido cloridrico a 37% (HCI) Solucgéo de acido cloridrico a 4N;
> Hidroxido de sodio a 97% de pureza Soluc¢éo de hidréxido de s6dio a 0.1N e
(NaOH) a 0.01N;
» Hidrogeno-ftalato de potassio Solugdo de hidrogeno-ftalato de
potassio a 0.01N
> Etanol 99.0%
» Vermelho de metilo Indicador vermelho de metilo 0.01N
> Fenolftaleina Indicador fenolftaleina 0.03N
» Hidrogeno-fosfato hepta-hidratado de Diluente de HMS (0.04M
sodio (NaHPO,4.7H,0) Na,HPO,.7H,0+0.10M D-manitol).
» D-manitol (CgH1406) Solucédo padrdo (HMS a 1.0 pg/uL).
HMS  hidrometil sulfato de sddio
(CH3NaO,S).
c. Preparacao de Solucdes

e Preparacdo HMS

i. Diluente de HMS

Para a preparacdo do diluente de HMS a 0.04M de Na,HPO.7H,0 mais 0.10M de D-manitol, foi

pesada uma massa de 10.7g e 18.2 g respectivamente, transferiu-se para um baldo volumétrico de

1000ml e adicionou-se agua destilada perfazendo o volume, agitou-se até a homogeneizacéo e

conservou-se em geleira.

Para a preparacdo do HMS de 1.0 ug/ul, foi necessario pesar 1102g de HMS, transferiu-se a massa

ii. HMS

pesada para um baldo volumétrico de 500ml e adicionou-se o diluente de HMS perfazendo o

volume. O HMS ¢é a solugdo padrdo usada para a contaminagdo da amostra durante todo ensaio

analitico.
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e Preparacéo do Peroxido de Hidrogénio (H,0,) a 3%
Para a preparacéo de solucéo de peroxido de hidrogénio a 3%, pipitou-se 50ml de H,O, a 30%, para
um baldo volumétrico de 500ml e perfazendo o volume com &gua destilada. Esta solucdo €

preparada diariamente por ser uma solucéo instavel.

e Preparacéo do Acido Cloridrico (HCI)

Para preparacdo de solucdo de HCI a 4N, foi retirado 331.67ml de HCI a 37% para um baléo
volumeétrico de 1000ml contendo pequena quantidade de &gua destilada e perfez-se o volume com

agua destilada.

e Preparacéo do Indicador (Vermelho de Metilo)

O vermelho de metilo é o indicador usado na determinacdo de sulfito. Na sua preparacdo pesou-se
na 0,2500g, de seguida transferiu-se para um baldo volumétrico de 100ml, de seguida foi adicionado

etanol perfazendo o volume, agitou-se até homogeneizar.

e Preparacdo e Padronizacéo de Hidroxido de sédio (titulante)

Na preparacdo da solucdo de hidroxido de sodio a 0.1N,usada para preparacdo do titulante
(hidréxido de sddio a 0.01N), pesou-se 2.00g de hidroxido de sodio em paletes, de seguida
transferiu-se o pesado para um baldo volumétrico de 500ml e adicionou-se agua destilada

perfazendo o volume.

Para preparar a solucdo de hidroxido de sddio a 0.01N usada na titulagdo, retirou-se 50ml da
solucdo de 0.1N ja preparada, pipitou-se em um baldo volumétrico de 500ml e perfez-se o volume

com agua destilada.

e Preparacdo de Hidrogeno-ftalato de Potassio

Para a preparacdo da solucdo de hidrogeno-ftalato de potassio a 0.01N, usada na padronizacao
hidroxido de sodio foi necessario retirar para um prato aproximadamente, estimado 15g de
hidrogeno-ftalato de potassio e deixar por 2 horas em estufa a 110°C. Apds, pesou-se 5.0000g
hidrogeno-ftalato de potassio retirado da estufa, transferiu-se para um baldo volumétrico de 500ml e

adicionou-se gua destilada perfazendo o volume, agitou-se até a dissolu¢do completa.
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e Preparacido do Indicador (Fenolftaleina)

Fenolftaleina é o indicador usado na padronizagéo de hidroxido de sddio. Na sua preparacdo pesou-
se na balanca analitica 1.0010g, de seguida transferiu-se para um baldo volumétrico de
100ml,adicionou-se 60ml de etanol, agitou-se e adicionou-se agua destilada perfazendo o volume,

agitou-se até homogeneizar.

. Padronizacdo de Hidréoxido de Sodio

Pipitou-se 40ml da solucdo hidrogeno-ftalato de potéassio para erlnmeyer (em triplicado) a cada um
deles, adiciona-se 5 gotas do fenolftaleina e titulou-se com a solugdo de hidroxido de sédio 0.1N
previamente preparada até que a solugdo se tornasse roseada e finalmente anotou-se o volume do

hidroxido de sodio gasto.

e Calculo da concentracédo de Hidrdxido de Sédio.

Aplicou-se o principio de que em qualquer reaccdo estequiométrica, 0 numero de moles
equivalentes dos reagentes devem ser iguais (INIP,PTQO01, 2015).
Separe o0s calculos dos procedimentos.

3.3. Preparacao da Amostra de Caranguejo

Foram adquiridos 20Kg de caranguejo diverso nos mercados da cidade para efeitos de amostra
branca no presente estudo. Estas foram preparadas e trituradas segundo o procedimento vigente no
laboratdrio e posteriormente conservadas em forma de miolo em bolsas plastica a temperaturas < -

15°C. (temperatura de conservacdo definida nos LIP’s).

3.4. Extraccdo e Quantificacdo de Sulfito em Amostras Fortificada de Caranguejo (Método
Modificado de Monier Williams)

3.4.1. Analise de Branco

Em cada série de anélise efectuou-se um ensaio em branco para verificar se ha contaminagdo no
equipamento de extraccdo, devendo ter como critério de aceitacdo ndo detectado. O ensaio em
branco foi efectuado nas mesmas condi¢des (método de Monier Williams) que as amostras

fortificadas com o padrdo mas sem a adi¢do do padréo (HMS).
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3.4.2. Modo Operativo

D N N NN

Tomar a amostra recebida da recepcao;

Pesar em balanca analitica 25,00+£0.10g da amostra descongelada;

Introduzir no baldo de destilacdo 500ml cerca de 200ml de agua destilada;

Em baldo receptor de 250ml introduzir 30ml de H,O, a 3 % e 3 a 5 gotas do indicador vermelho
de metilo (a solugdo toma uma cor avermelhada);

Neutralizar a solucéo contida no baldo cénico com gotas de NaOH a 0.01N ate o aparecimento
da cor amarela;

Proceder a montagem do equipamento de destilacdo de Monier Williams;

Colocar o baldo de destilagdo na manta eléctrica e o baldo receptor com o conector junto a
coluna de destilagéo;

Ligar rapidamente o condensador e o fluxo de agua;

Adicionar quantidade pretendida de solucdo de HMS (17.5, 25, 50, 75, 100, 125, 150 ppm) e
rapidamente adicionar 45ml de HCI a 4N, depois ligar a manta eléctrica.

Ajustar o fluxo de gas azoto e verificar a existéncia de fuga;

Aquecer ate a ebuligdo, reduzir o calor e continuar o aquecimento lentamente durante 60
minutos;

Desligar a manta eléctrica e desmontar o baldo receptor;

Titular a solucdo formada no bal&o receptor caso altere a sua coloracdo, de amarelo para a cor
avermelhada inicial, usando NaOH a 0.01N ate o aparecimento da cor amarela;

Tomar o volume de NaOH a 0.01N gasto na titulacdo, a sua normalidade e a massa da amostra
de caranguejo pesada para a quantificacdo do sulfito resultante da resposta instrumental
(equacao 11).

VXNXxX32x1000

50,(ppm) = — (11)

Onde: m=massa de caranguejo pesada (g); V= volume de NaOH usado na titulacdo (ml); N=¢é a

normalidade da solucdo de NaOH; SO, (ppm) = Concentracdo de sulfito em partes por mil.
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3.5. CRITERIO DIRECTO E INDIRECTO DE AVALIACAO
3.5.1. Critério Directo de Avaliagéo
a) Exactidao

Como método mais utilizado para a validagdo de processos analiticos foi usado a recuperacao para 0
estudo da exactid&o.

Recuperacéo - para este estudo a recuperacao consistiu na fortificacdo da amostra (11 replicas), ou
seja, na adicdo de solucdo padrao (HMS) em baixas, médias e altas concentracdes (25, 75 e 150ppm
respectivamente) analisada por dois analistas diferentes (A e B), determinando a concentracdo do
analito adicionado mediante aplicacdo do método operativo (descrito em 3.4.2.) e o célculo da
quantidade percentual recuperada pelo processo segundo a equacdo 1 (AOAC, citado por INIP,
PTQO1 2015):

A escolha do nivel de fortificacdo dependeu do propdsito do estudo tomando como base o limite
minimo e maximo de Sulfito estabelecido pela legislagdo nacional que € de 25 a 150ppm
respectivamente (INIP,PTQO01, 2015).

3.5.2. Critério Indirecto de Avaliacao

a) Especificidade/Selectividade

Com base nos objectivos do estudo, foi determinada a capacidade do método em detectar o analito
de interesse na presenca de outros componentes na matriz (meio acido, meio alcalino, adi¢do de
oxidante, luz e temperatura).

e Amostra padrdo - Em amostra de caranguejo ndo tratada pesou-se 25,00+0.10g e adicionou-se
em cada 625uL de solu¢do de HMS.

e Meio &cido — pesou-se 10 réplicas da amostra de caranguejo com a massa de 25,00+0.10g cada,
adicionou-se 625uL de solucdo de HMS e 0,1ml de solucdo de HCL a 0,1M, foi deixada em
exposicdo por 24horas, cinco das amostras na geleira e outras cinco no congelador.

e Meio alcalino- pesou-se 10 réplicas da amostra de caranguejo com a massa de 25,00+0.10g
cada, adicionou-se 625uL de solugdo de HMS e 0,1ml de solugdo de NaOH a 0,1N, foi deixada
em exposi¢do por 24horas,cinco das amostras na geleira e outras cinco no congelador.

e Adicdo de oxidante — pesou-se 10 réplicas da amostra de caranguejo com a massa de
25,00+0.10g cada, adicionou-se 625uL de solucdo de HMS e 0,1ml de solugdo H,O, a 0,75
(V/V) foi deixada em exposicdo por 18horas,cinco das amostras na geleira e outras cinco no

congelador.
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e Na presenca da luz (fluorescéncia) -pesou-se 5 réplicas da amostra de caranguejo com a massa
de 25,00+0.10g cada, adicionou-se 625uL de solucdo de HMS foram conservadas a temperatura
ambiente por 18horas na presenca da luz fluorescente.

e Influéncia da temperatura — pesou-se 5 réplicas da amostra de caranguejo com a massa de
25,00+0.10g cada, adicionou-se 625uL de solucdo de HMS. Deixar ficar em incubadora de 30°C

durante 18horas e analisar.

b) Linearidade

A curva analitica de linearidade foi ensaiada com (cinco) 5 repeticdes de para cada concentracao de
sulfito em caranguejo no intervalo de 6 pontos de concentracdo de sulfito determinados
aleatoriamente na faixa de trabalho de 25 a 150ppm.

A linearidade do método modificado de Monier-Williams foi obtida do grafico dos resultados de
SO, determinado versus SO, tedrico, verificada a partir da equacdo 2 de regressdo linear,
determinada pelo método dos minimos quadrados. O coeficiente de correlacdo (R2) foi utilizado
para indicar a evidéncia do ajuste ideal da recta. (a, b e R2 determinados a partir do pacote
estatistico Microsoft Excel 2010).

c) Sensibilidade

A sensibilidade foi determinada simultaneamente ao teste de linearidade e expressa pela inclinagédo

da curva de regressao na faixa linear, (equacéo 6)

d) Limite de deteccéo e Limite de Quantificacédo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados a partir de concentragdes
decrescentes da concentracdo de sulfito de 25ppm até 17.5ppm de sulfito (HMS), sendo este
repetido dez (10) vezes por meio de analise de detencdo de sulfito em amostras fortificadas e a

posterior retirada a sua média (x) e desvio padrao (DP)

e) Precisdo

A precisdo nesse trabalho foi avaliada simultaneamente com a exactiddo onde verificou-se a
repetibilidade e reprodutibilidade do método.

Repetibilidade (r) - Neste ponto, os resultados dos dois técnicos foram avaliadas individualmente,
onde a verificou-se a diferenca entre dois resultados seguidos do mesmo analista comparado com

repetibilidade calculada. (equacdo 9)
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Reprodutibilidade (R) — Foi avaliada os resultados dos dois analistas simultaneamente, em que
comparou se o desvio padrdo comum com a reprodutibilidade calculada (equacdo 10).e verificou-se

0s testes estatisticos, t student e Fisher.

f) Robustez

Neste parametro avaliou-se o tempo (60min e 90min), de fluxo de sulfito, mantendo a temperatura
constante de 23'C para a verificacdo dos resultados obtidos nas amostras adicionadas 25ppm da
concentracdo padrdo (HMS) e usou-se o teste t student para a analise dos resultados produzidos

(apéndice I1).
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CAPITULO 4:
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Especificidade /Selectividade

Tabela 2: Resultado de Recuperacdo Resultante de Estresse
Apresentacdo dos resultados de recuperacdo de amostras analisadas sob condigcdes de estresse e

ambientes de conservacao diferentes.

Estresse realizado Condicdes Meédia res. (ppm) Meédia (R%)
Branco 0.00 0.00
Meio alcalino (NaOH) Geleira 15.96 63.85
Congelador 18.75 75.02
Meio acida (HCI) Geleira 20.21 80.87
Congelador 22.12 88.84
i Geleira 15.84 63.35
Oxidante (H,0,)
Congelador 21.11 84.46
Luz Fluorescéncia 16.12 64.49
Temperatura Incubadora 14.81 59.22

Onde: Res — Resultado

Dos resultados de recuperacdo (R%) apresentados na tabela 2 acima, mostram que 0 estresse em
meio alcalino e em meio oxidante apresentam baixos niveis de recuperagdo quando conservadas em
geleira que no congelador, nas condigdes de fluorescéncia e temperatura (incubadora 30°C) também
apresentam recuperacdo muito baixa. Este cenario pode-se observar pela perda do sulfito por causa
das condi¢cbes de conservacdo. Contrariamente ao que se pode observar em meio &cido, que
apresenta uma Optima recuperacdo nas duas condi¢cdes de conservacdo (geleira e congelador),
devido a Optima extraccdo e conservacdo da amostra ndo interferindo na extraccéo do analito.

O método demonstra selectividade e especificidade quando as amostras sdo conservadas em

congelador comparado com 0s outros ambientes.
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4.2. Linearidade

Apresentacdo gréfica da correlacdo entre os resultados da concentracdo tedrica e determinada do
sulfito a partir do método modificado de Monier Williams em 6 pontos diferentes (25ppm, 50ppm,

5ppm, 100ppm, 125ppm e 150ppm).

Grafico de Linearidade
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Figural: Grafico da linearidade em funcdo da concentracéo tedrica e determinada pelo método.

A figura 1 demonstra a curva de calibracdo linear e a correlacdo linear entre a concentracédo tedrica
e a determina, onde, o valor da correlagdo R?=0.9974 foi maior que o menor valor de correlacio
aceite para analises quimicas de R?=0.995, a equacdo da recta foi do tipo y=bx+a
(y=0.8825x+2.6727) demonstrando a homogeneidade de variancia ao longo da recta, considerando-
se, portanto, o ajuste ideal dos dados na faixa de 25 a 150ppm de sulfito, evidenciando a linearidade

do método.

4.3. Sensibilidade

Neste estudo, a sensibilidade foi de b=0.8825, (figura 1), correspondente ao angulo de inclinacédo de
41.46°, valor este proximo de b=1 que corresponde ao angulo de 45° respectivamente, indicando que
variagdes de concentracdo (eixo x) resultam em variacdes directamente proporcionais na resposta
(eixo y), ou seja, equivaléncia entre o valor tedrico e o valor medido, bem como auséncia ou
minimizacdo de erros sistematico, tendo em conta que quanto maior for a inclinagdo da recta maior

sera a sensibilidade (Nagato, et all, 2013), assim sendo, 0 método demonstrou Optima sensibilidade.
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4.4. Limite de detencdo e quantificacao

Tabela 3: Resultados dos limites de detencéo e quantificacdo

Apresentacdo da tabela dos limites de detecgédo (LD) e quantificagéo (LQ) determinados a partir de

concentracdes decrescentes da concentracdo de sulfito de 25ppm (concentracdo minima aceite) até

17.5ppm de sulfito (HMS) em amostras fortificadas.

Nr m. Pesada C. HMS V.NaOH (ml) Conc.SO2 (ppm)
Branco 25.0010 0.00 0.00 0.00
1 25.0010 17.5 1 12.698
2 25.0010 17.5 1.1 13.967
3 25.0010 17.5 1 12.698
4 25.0010 17.5 0.95 12.063
5 25.0010 17.5 0.9 11.428
6 25.0010 17.5 0.95 12.063
7 25.0010 17.5 1 12.698
8 25.0010 17.5 1.15 14.602
9 25.0010 17.5 1 12.698
10 25.0010 17.5 0.9 11.428
M 12.634
DP 1.013
LD=M+3*DP 15.67213
LQ=M+10*DP 22.76108

Onde: Nr=numero de andlise; M=média; DP=desvio padrdo; m=massa pesada em gramas;

C.=concentragdo; V=volume; pl= microlitro; ml= mililitro; ppm=partes por milh&o.

A concentracdo minima (LD) de sulfito detectada através da conversdo do sinal instrumental em

concentracédo é de 15.67ppm e a concentragdo inferior que o analito € quantificado com exactiddo e

precisdo é a partir de 22.76ppm (LQ).
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45. Exactidao e Precisao

Tabela 4: Andlise de rejeicdo/aceitacdo dos dados de obtidos nas anélises usando o teste de Grubbs.

Tabela de avaliacdo de valores discrepantes dos resultados das analises para avaliacdo da preciséo e

exactiddo usando o teste de Grubbs.

Conc 25ppm A 25ppmB 75ppmA 75ppmB 150ppmA 150ppmB
Va.min sus- 19.63 20.26 60.02 62.54 126.33 127.26
V. max sus. 24.06 22.35 68.02 67.01 133.04 135.02
G min 1.472 1.385 1.906 1.466 1.154 1.135

G max 1.557 1.053 1.246 1.286 2.134 1.9818
Gtabelad095

% 2.355 2.355 2.355

Onde: DP- desvio padrao; Guin- Grubbs minimo; Guax- Grubbs maximo; Vaminsus- Valor minimo

suspeita; Vamax.sus- Valor maximo suspeito; G tnelado- Grubbs critico.

Na verificacdo de valores suspeitos minimos e maximos (Outliers) dos técnicos A e B (tabela 5),
para onze (11) determinag6es para cada um deles nas concentracdes de baixa, média e alta (25, 75 e
150 ppm respectivamente), pode-se observar que os valores suspeitos num nivel de confianga de
95% foram menores que o Grubbs tabelado de 2.355, pois assim, nenhum dos valores suspeitos é

rejeitado.

Tabela 5: Resultados de repetibilidade e reprodutibilidade e testes de t student e Fisher

Apresentacdo dos resultados da avaliacdo da exactiddo do método a partir da média da recuperacgédo
de sulfito das andlises realizadas em amostras fortificadas em baixas médias e altas concertacdes
(25, 75 e 150ppm’s respectivamente). E precisdo do método por repetibilidade (avaliagdo dos
resultados de analises de cada analista) e reprodutibilidade avaliando as médias e as variancias dos
valores dos resultados das andlises realizadas (avaliacdo dos resultados de analise dois analistas a

partir dos testes t student e Fisher).
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Técnicos Envolvidos
Concentragéao 25ppm A | 25ppmB 75ppmA | 75ppmB | 150ppmA | 150ppmB
Nv. de confianca 95% 95% 95% 95% 95% 95%
Desvio padréo 1.463 0.858 2.538 1.624 1.949 2.491
D.P. comum 1.199 2.130 2.236
Repetibilidade (r) 4.096 2.404 7.106 4.547 5.458 6.973
[Xn-Xn-1] 1.34 0.64 0.48 0.42 0.02 1.21
Reprodutibilidade 3.358 5.965 6.262
Replicas 11 11 11 11 11 11
Media (ppm) 21.783 21.446 64.857 64.920 128.880 130.087
Média de R% 87 86 87 87 86 87
C.V (%) 6.715 4.002 3.913 2.502 1.513 1.915
Variancia 2.140 0.737 6.440 2.638 3.800 6.203
Feritico 2.98 2.98 2.98 2.98 2.98 2.98
Fealculado 2.90 2.44 1.63
t.calculado 0.658 0.070 1.266
tabelado 2.086 2.086 2.086

Onde: Nv — nivel; DP¢mum - desvio padrdo comum; Feritico- Fisher critico; Feaiculado- Fisher
calculado; t caiculado- Valor de teste t student calculado; tinelado- Valor de teste t student tabelado; C.V-

coeficiente de variancia; R%- recuperacao.

Para avaliacdo da exactiddo, verificou-se que o método recuperou (R%) acima de 70% (78.52% a
92.24%), sendo que, o critério de aceitacdo da recuperacdo em Mocambique é de 70% a 110
%(INIP, 2015), assegurando que o método tem um bom desempenho em baixas, medias e altas

concentracoes.

Na verificacdo da precisdo na forma de repetibilidade, verifica-se que em todos os resultados a
condicdo de |Xp-Xn-1|<r ¢ satisfeita, garantindo assim que ha repetibilidade nos resultados de cada um
dos analistas (Guia RELACRE, 2013).

Avaliando as variancias dos dois técnicos A e B a partir do teste de Fisher para 11 determinagdes
para cada um deles nas concentracdes de baixa, media e alta (25, 75 e 150 ppm respectivamente),
pode se observar que os valores de Fcaiculado d0s dois foram menores que 0 Feitico, S€NMO assim, néo
h& diferenca estatistica significativa nos resultados obtidos nos ensaios entre os dois técnicos.

Na avaliacdo das médias utilizando o teste t student, pode se observar que 0s valores de teaculago d0S

dois foram menores que 0 tinelado, N0 havendo assim diferenca estatistica significativa nas médias
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entre 0s dois técnicos, demonstrando que o método usado € reprodutivo. Assim sendo, A

repetibilidade e reprodutibilidade demostram a precisao do método usado nas analises realizadas.

4.6. Robustez

Tabela 6: Resultados de recuperacgéo variando o tempo de fluxo de sulfito
Apresentacdo dos resultados obtidos a partir da variagédo do tempo de fluxo de sulfito, do tempo
normal de fluxo de 60 min e 90 min. E avaliagdo das medias dos resultados obtidos usando o teste t

student.
60min 90min
Nr C. tedrica (ppm) C. determinada (ppm) R% C. determinada (ppm) R%
Branco 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 25 21.587 86.35 19.682 78.74
2 25 20.953 83.81 22.222 88.89
3 25 20.318 81.27 23.492 93.97
4 25 23.492 93.97 23.492 93.97
5 25 21.587 86.35 20.952 83.81
Média 21.587 86.35 21.96 87.87
DP 1.189 1.656
DPComum 2.076
t calculado 0.116
t Tabelado 2.306

Onde: DP - desvio padrao; tcaculado- Valor de teste t student calculado; tipelado - Valor de teste t
student tabelado; Cegeterminada - cONcentracdo determinada; Cierica - CONCentracdo teorica; R%-

recuperacdo; min- minutos.

A variacdo do tempo de extrac¢do de sulfito no caranguejo em condicOes de temperatura constante
ndo afectou na quantificacdo do sulfito, recuperado em 60minutos e 90 minutos uma média de
86.35% e 87.87358% respectivamente, que se encontra de dentro dos limites aceitaveis de
recuperagao com uma pequena variagao.

De acordo com o teste t student (tabela 6), onde, o t tabelado é maior que o t calculado, declarando
que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os resultados obtidos, ou seja, no nivel de
confianca 95%, as variacGes do tempo de andlise ndo influenciam na quantificacdo do sulfito

extraido, evidenciando assim a robustez do método.
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CAPITULO 5:

5. Conclusao

O meétodo de Monier Williams perante a avaliacdo directa apresentou uma boa exactidao, uma vez
que os resultados de recuperacéo de sulfito estdo dentro da faixa de aceitagéo.
Na avaliagdo indirecta 0 método de Monier Williams revelou-se:

e Selectivo/especifico por identificar o analito perante outras substancias interferentes quando
conservadas as amostras em congelador.

e Linear por ter apresentado correlagdo linear entre a concentragdo de sulfito determinada e a
teodrica, e a homogeneidade das variancias ao longo da recta;

e Sensivel por apresentar uma Optima inclinacao da recta de calibracgéo.

e As quantidades de sulfito abaixo das concentragdes do limite de deten¢do (LD=15.67ppm) e
do limite de quantificacdo (LQ=22.76ppm), o método ndo podera detectar e quantificar com
precisdo e exactidao.

e Preciso por apresentar repetibilidade e reprodutibilidade dos resultados de baixas médias e
altas concentragdes de sulfito, confirmados pelo facto de todos dos resultados obtidos serem
aceitaveis perante os testes estatisticos de rejeicao/aceitacdo e de comparacao de resultados,
teste de Grubbs, t student e Fisher.

e Robustez por que mesmo variando o tempo de fluxo de sulfito, os resultados néo tiveram

afastamento significativo, dando credibilidade a hip6tese nula do teste t de student.

O meétodo modificado de Monier Williams usado no Laboratério de Inspeccao de Pescado é valido

para determinagéo de sulfito em matriz de caranguejo.
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APENDICE I

Caélculos das massas, volume e concentracdo dos reagentes envolvidos

Calculo das massas em g dos reagentes do diluente de HMS (12)

Formula/Resolucao

Dados
my =? M, = 268.07g/mol
mg =? M,g = 182.17g/mol
Ca = 0.04N A= Na,HPO.7H,0
Cg = 0.1N B= D-manitol
Vasg = 1L

Calculo da massa pesada de HMS. (12)

myg = Cag X Mpa/g X VB
my = 0.04 X 268.07 x 1

my = 10.7¢g
mp = 0.1 x182.17 x 1
mg = 18.2¢g

Dados Formula/Resolucéo
m =? m=M,XCxV
M, = 134.09g/mol m = 134.09 X 0.01643 x 0.5; m = 1102g
C=0.01643M
V =0.5L

Calculo do volume de HMS pipitado e da concentracédo de sulfito em 500ml de HMS

Calculo da concentragéo de sulfito contida no HMS

m X SO, HMS X nyuys
$02(1g /) = — 5700 % 100

< . 1102 x 47.78 X 95 L0004 l
2(ug/ul) = S00 X 100 x 100 — - ug/u

Célculo do volume (ul) de sulfito pipetado para 17.5, 25, 50, 75, 100,125, e 150ppm. (13)

25g x 17.5p2 25g x 75p2
14 V=———"9=437.33u V=——29=187425ul
_ CPSOZ X Mamostra . 10004”; 1'000411@
Cso,HMS 25pd x 25¢g 25g x 100p 2
=—292 — =625ul V=——"-—9=2499.0ul
1.0004p7 1.0004p:%
259 x 50p< 259 x 125pg/g
=—"Z __"717 — 3123.75ul
V=———9-12495ul 1.0004 l
1.0004n2 " hg/u
259 x 150
_ 259 X 15009/9 _ 34050,
1.0004ng/ul

Calculo do volume de H,0, pipetado (14)

Dados Formula/Resolugdo
C, = 30% C,xV,=C,xV,
C, = 3% 30% x V; = 3% x 500ml;
v, =? V- 3% x 500
V, = 500ml 17 30%
V; = 50ml
Célculo do volume e concentragdo de HCI pipetado
Dados Formula/ Resolucao
6 =1.19g/ml 37.0mlyc; = 100mlgopca0
M, = 36.5g/mol X - 1000mlsopycaos
m =? X = 370ml
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V =100ml m
6=— ; (15
C, = 4N vV (15
c, =7 m=346 XV;
vV, =? 1.19g
1=f m= X 370ml; m = 440.3g
V, =1000mli/1L ml m
C = M%7, (16)
4403 12.06N:
_365x1
4 x 1000

Calculo da concentracgéo de vermelho de metilo (16)

m= 0.2500g

Dados Férmula/Resolucdo

C=? C= m
V=0.1L M. XV
M,=269.30 0.2500

|

= 26930 01 OOV

Céalculo da massa pesada de NaOH (12)

Dados Formula/Resolucdo

M, = 40g/mol m=CxXM, XV
C =0.1N m=0.1%x40x0.5

V =0.5L m = 2.000g
m =?

Célculo da massa pesada de hidrogeno-ftalato de potassio

Dados Formula/Resolucdo
m =? m=CXM, XV
C = 0.05N m = 0.05 x 204.22 x 0.5
M, = 204.22g/mol m = 5.000g
V =0.5L

Célculo da concentragdo de fenolftaleina
Dados Férmula/Resolucdo
C=? c=_"
V=0.1L M, XV
M,=318.31 _ 1.0010 _
m=1.0010g = 31831 x 0.1 =0.03N

|

Célculo de concentracdo de Hidréxido de sédio

Volume gasto na titulacao

| Dados | Formula/Resolucéo
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Vi = 40ml
Vo) = 40ml
V3a) = 40ml
Viay = 40ml

VZ(B) = 19.70ml

7, = 19.75ml

C, = 204.22mol

V; = 0.5l

m, = 5.0017g
Cg =7

V, = 40ml

Vg = 19.75
A:C8H5KO4
B=NaOH

CAXVA :CB XVB,Onde
m

C, =
AT M, xV,
C. = m XV,
B M, xV; xVy
5.0017 x 40

Cb = 30822 % 05 x 19.75
Cs = 0.099206987N /10

Cp = 0.0099206987N
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APENDICE II

Tabela de apresentacdo dos célculos envolvidos dos testes de t student, Fisher e Grubbs

Célculo de teste t student

GL:nA+nB'2

GL=(11+11) -2=20
t student calculado para 25, 75 e 150ppm (17)
, _ @ — %)l _
calculado = ’ [(21.446364 — 21.78273)|
1 1 —
DP.mum X [(n_1) + (E)] tealculado =

11992638 x [[(Z) + (&

tcalculado = 0.657772425

[(64.85727 — 64.92091)|

tcalculado =
21304027 x_|[(£) + ()]

teatcutado = 0.07005272

[(128.88 — 130.0873)|

teatculado =

2.2363499 x [(ﬁ) n (1_11)]
Leaiculado = 1.266038

Célculo de teste de Fisher

GL=n;-1;para o numerador
GL=11-1=10

GL=n,-1; para o denominador
GL=11-1=10
Fisher calculado de 25, 75 e 150ppm
DP,* 1.4627312
Featcutado = FBZ; (18) Feaiculado = m = 2.9035
E 2.537661% > 44150
calculado — 1.6240412 — 4
2.4904862

Fealcutado = T oAo2Ca0r0Z 1.632242

Avaliacdo dos resultados do analista A usando o teste de Grubbs
ini i 19.63 — 21.78273
Grubbs r;mm_rgo de 25, 75 e 10ppm do analista A G = | | 1471717871
Gmin = | 75— (19); 1.462731
DP

60.02 — 64.92091| 1906193657
2.537661 o

min=|

_ |126.63 - 128.88| 1154225646
min = 1.949359 -

AXi i 24.06 — 21.78273
Grubbs maximo de 25, 75 e 15_0p_pm do analista A G = | | — 1556863711
_ |*max — X[ 1.462731
Gmax = |—pp— | (20)

68.02 — 64.85727| 1946316056
2.537661 o

max=|

B |133.04 - 128.88| 2134034972
max 1.949359 -




Avaliacdo dos resultados do analista B usando o teste de Grubbs

Grubbs minimo de 25,75e 150ppm do analista B

~ |20.26 — 21.446364|
min = 0.85842

- |xmin _ x| | = 1.1.38538178
DP
62.54 — 64.92091
Gin = | 1624001 = 1.466040036
127.26 — 130.0873
Gmin = | 5 290486 = 1.1352292
AXi i 22.35—-21.44 4
Grubbs maximo dzii?j Txljipgn;|do analista B Gmax = | 350.85842 636 I 1052673541
DP
67.01 — 64.92091
Grax = | 1624041 = 1.286353571

o - |13502 1300873 . o0 cis1
max — 2.490486 _
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APENDICE III

Tabelas de dados das andlises realizadas para analise da selectividade/especificidade; analise da

linearidade; resultados dos Limites de detencdo e quantificacdo; Resultados das anélises realizadas

pelos técnicos A e B para o estudo da exactiddo e precisao.

Tabela dos resultados de condicdes de estresse para a avaliacdo da especificidade/selectividade

Meio Alcalino (NaOH) Hidrélise Acida (HCI)

Gel R% Cong R% Gel R% Cong R%
15.712 62.848 | 19.48288 77.93152 | 18.8544 75.4176 | 22.62528 90.50112
16.3405 | 65.36192 | 18.8544 75.4176 | 20.11136 80.44544 | 21.9968 87.9872
16.969 | 67.87584 | 18.8544 75.4176 | 20.73984 82.95936 | 21.9968 87.9872
15.0835 | 60.33408 | 18.22592 72.90368 | 19.98566 79.942656 | 23.25376 93.01504
15.712 62.848 | 18.35162 73.40646 | 21.36832 85.47328 | 20.73984 82.95936
15.9634 | 63.85357 18.75384 | 75.01537 | 20.21192 | 80.8476672 | 22.122496 88.489984

Oxidante (H,0,) Fluorescéncia Incubadora de 30°C

Gel R% Cong R% Luz R% Temperatura R%
15.08352 60.33408 | 20.7398 | 8295936 | 15.0835 60.33408 | 12.443904 49.775616
15.712 62.848 | 19.4829 77.93152 | 15.0835 60.33408 | 14.45504 57.82016
15.08352 60.33408 | 20.7398 82.95936 | 16.969 67.87584 | 15.08352 60.33408
16.34048 65.36192 | 21.9968 87.9872 | 15.712 62.848 | 15.712 62.848
16.96896 67.87584 | 22.6253 90.50112 | 17.7766 71.10656 | 16.34048 65.36192
15.837696 | 63.350784 | 21.1169 | 84.46771 | 16.1249 64.499712 14.806989 |  59.2279552

Onde: Gel — Geleira; Cong — congelador e R%= Recupera¢do em percentagem

Tabelas dos resultados de Recuperacédo para a avaliacédo da Linearidade

Nr | 25ppm R% 50ppm R% 75ppm R%

1 24.3 97.2 41.22 82.44 1 66.03 88.04
2 20.95 83.8 37.46 74.92 | 56.51 | 75.3467
3 22.86 91.44 44.44 88.88 | 64.13 | 85.5067
4 20.95 83.8 43.17 86.34 | 66.03 88.04
5 21.58 86.32 43.17 86.34 | 64.13 | 85.5067
X 22.128 41.892 63.366

DP 1.443007276 2.731898607 3.948604817
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Nr 100ppm R% 125ppm R% 150ppm R%
1 82.54 82.54 113.02 90.416 127 84.6667
2 96.51 96.51 111.75 89.4 123.17 | 821133
3 94.6 94.6 111.11 | 88.888 135.24 90.16
4 95.45 95.45 106.03 84.824 142.22 94.8133
5 90.16 90.16 113.65 90.92 129,52 | 86.3467
x 91.852 111.112 131.43
DP 5.73956183 110.7304 7.457224685

Onde: Nr=numero do ensaio; x=media; DP=desvio padrdo; R%=recuperagdo; ppm=partes por mil

Tabela dos Resultados dos Limites de Detengdo e Quantificacdo

Nr m(Q) conc. HMS V. HMS (ul) V. NaOH (ml) SO2(ppm)
Branco 25.0010 0.00 0.00 0.00 0.00

1 25.0010 17.5 437.5 0.65 8.17516316

2 25.0010 17.5 437.5 0.6 7.54630446

3 25.0010 17.5 437.5 0.65 8.17516316

4 25.0010 17.5 437.5 0.7 8.80402187

5 25.0010 17.5 437.5 0.65 8.17516316

6 25.0010 17.5 437.5 0.7 8.80402187

7 25.0010 17.5 437.5 0.65 8.17516316

8 25.0010 17.5 437.5 0.75 9.43288057

9 25.0010 17.5 437.5 0.7 8.80402187

10 25.0010 17.5 437.5 0.65 8.17516316

Media 8.42670665

DP 0.53030022

LD=M+3*DP 10.0176073

LQ=M+10*DP 13.7297089

Onde: Nr= nimero de andlise; m=massa pesada em gramas; conc.=concentracdo; V=volume; pul=

micro litro; ml=mililitro; ppm=partes por mil; DP= desvio padrdo
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ANEXO -1

Lista de equipamentos, materiais, reagentes, solugdes preparadas, e padrdo de referéncia usados no

estudo da validacao.

Tabela de Equipamento:

Equipamentos Marca Cddigo Calibracéo Validade
Balanca analitica Adventure Ohaus 008QLQ 12.06.2017 12.06.2018
Electro manta Barnested 032QLQ NA NA
Electro manta Barnested 657QLQ NA NA
Extractor 103QLQ NA NA
Botija de gas azoto NA NA

Onde: NA- nédo aplicavel

Equipamento de extraccdo usado na realizacdo das analises para extraccdo de sulfito nas amostras

de caranguejo fortificadas com HMS.

Figura 2. Equipamento de destilacdo (extractor)

A- Manta eléctrica; B- baldo de destilagdo; C- coluna; D-baldo colector; E-conector; F-valvula de passagem de azoto; 1-tubo de
passagem de azoto; 2-tubo de passagem de 4gua acoplada a torneira; 3- garrafa de purificacéo de azoto (contendo NaOH a 0.01N); 4-
garrafa de recepgdo de sulfito em casos de excesso (contendo NaOH a 0.01N); 5-tubo de passagem de sulfito quando estiver em

excesso; 6-copos de conservacdo do cano de saida de azoto (contendo agua corrente); 7- suporte; 8-torneira de saida de agua para

arrefecimento da coluna durante a destilag&o.

Tabela de Materiais:

Material Cédigo Calibracéo Validade

Baldo volumétrico 100+0.1ml 020MQQ-4 30.06.2016 30.06.2021
Baldo volumétrico de 100+0.1ml 020MQQ-3 30.06.2016 30.06.2021
Baldo volumétrico de 250+0.3 ml 6290QLQ 30.06.2016 30.06.2021
Baldo volumétrico de 500+0.5 ml 6320QLQ 30.06.2016 30.06.2021
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Baldo volumétrico de 500£0.25 ml 016MQQ-3 20.02.2014 20.02.2019
Baldo volumétrico de 500£0.25 ml 016MQQ-4 20.02.2014 20.02.2019
Baldo volumétrico de 500£0.25 ml 016MQQ-1 20.02.2014 20.02.2019
Baldo volumétrico de 1000+0.4ml 013MQQ-2 20.02.2014 20.02.2019
Baldo de destilagdo de 500+0.25ml 008MQQ 20.02.2014 20.02.2019
Baldo de destilagdo de 500+0.25ml 007MQQ 20.02.2014 20.02.2019
Baldo de destilagdo de 500+0.25ml 006MQQ 20.02.2014 20.02.2019
Baldo de destilacdo de 500+0.25ml 005MQQ 20.02.2014 20.02.2019
Bal&o colector de 250+0.25ml 004MQQ 20.02.2014 20.02.2019
Baldo colector de 250+0.25ml 003MQQ 20.02.2014 20.02.2019
Baldo colector de 250+0.25ml 002MQQ 20.02.2014 20.02.2019
Baldo colector de 250+0.25ml 001MQQ 20.02.2014 20.02.2019
Pipeta volumétrica de 25+0.2 ml 005MQQ-1 20.02.2014 20.02.2019
Pipeta volumétrica 1ml 009MQQ-6 20.02.2014 20.02.2019
Pipeta volumétrica de 50+0.07 ml 6350LQ 30.06.2016 30.06.2021
Pipeta graduada de 5ml+0.05 ml 007MQQ-2 20.02.2014 20.02.2019
Pipeta graduada de 10+0.03 ml 6340QLQ 30.06.2016 30.06.2021
Bureta graduada de 25+0.05 ml 633QLQ 30.06.2016 30.06.2021
Micropipetador de 100 a 1000ul 5950LQ 25.05.2017 25.05.2018
Micropipetador 10ml 6280QLQ 23.06.2017 23.06.2018
Proveta de 50+0.1 ml 031MQQ-1 20.02.2014 20.02.2019
Proveta de 250+2 ml 028MQQ-1 20.02.2014 20.02.2019
Tabela de Reagentes:

Reagentes Conc/pureza Fabricante

Peroxide de hidrogénio 30% IDALAB

Acido cloridrico 37% UNIV AR

Vermelho de metilo PROMARK CHEMICALS

Fenolftaleina SAARCHEM

Hidroxido de sédio 99% ROCHELLE CHEMICAL

Hidrometil sulfato de sodio 95% SIGMA ALDRICH

Hidrogeno-fosfato heptahidratado de sodio 98-102% SIGMA ALDRICH

Etanol 99.8% IDALAB LTD

D-manitol >98% SIGMA ALDRICH
Onde: Conc= concentrac¢ao dos reagentes.
Tabela de Soluc¢des Preparadas:

Solucéo Concentracao Data Preparacdo Validade (més/ano)

Peroxido de hidrogénio 3% Diariamente Diariamente

Acido cloridrico 4N 12.06.17 12.08.17

Indicador vermelho de metilo 0.01N

Indicador Fenolftaleina 0.03N

Hidréxido de sddio 0.10N 12.06.17 12.07.17

Hidrometil sulfato de s6dio 1.0004ug/ul Semanalmente Semanalmente

Hidrogeno-ftalato de potassio 0.01N 12.06.17 12.07.17
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ANEXO-II

Apresentacdo das tabelas consultadas de t student, Grubbs e Fisher a 0.05% de significancia e 95 %

de confianca (bilateral)

Tabela de t student
[ i Distribuicao 1
a
Graus 0,005 0,01 0,005
de (un;aat.:ml_l u runlanlgran {urutl'a;eseralj
berdade (bilateral) (bilateral) (bilateral)
1 63,657 31,821 12,704
2 9,925 6,965 4303
3 5841 4541 3,182
4 4,604 3,747 2,776
5 4,032 3,365 25T
6 3,707 3,143 2,447
T 3,500 2,998 2,365
] 3,355 2,896 2,306
9 3,250 2821 2,262
i0 3.169 2,764 2228
1" 3,106 2,718 2,201
12 3,054 2,681 2179
13 3,012 2,650 2160
14 2977 2,625 2,145
15 2947 2,602 2132
16 291 2,584 2120
17 2,893 2,567 2110
18 2878 2,552 2101
19 2,861 2,540 2,093
Pﬂ 2,845 2,428 2,086
X PRk 2518 2080
Fonte: (Andiotti, 2005)
Tabela de Fisher
vl 1 2 B 4 & 6 7 8 9 T0
v2
1| 16145 19950 M571] 22458 23016] 23380 23677 23888 24054 [241.83
2 18.51 19.00 10.16 19.25| 19.30 10.33 19.35| 19.37 19.38) 19.40
3 10.13] 9.55] 9.28 9.12 9.01 8.94 2.89] 8.85 8.81 a.79]
4 7.7 6.94 5.50 6.39) 6.26 516 .09 6.04 6.00) 5.96]
i 6.61 5.79 541 519 5.05 4.95 4.88 4.82 4.77] 474
6 5.99 5.14 475 4.53) 4.39 428 4.21 4.15 4.10) 4.06
7 5.50 4.74 4.35 4.12 3.07 3.87 3.79 373 3.68 3.64
8 5.32 446 4.07 3.84 369 358 3.50 344 3.39 3.35]
9 512 4.26 3.86 3.63) 348 337 3.29] 323 3.18] 314
|10 4.9 410 37 348 3.33 3.22 3.14 3.07 3.02 2.98
11 484 3.98 350 3.38] 3.20 309 3.0 295 2.90) 2.85|-

Fonte: (Andiotti, 2005)
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Tabela de Grubbs critico

Alpha

N 0.1] 0.075 0.05]
3 1.15 1.15 1.15
4 1.42 1.44 1.46
5 1.6 1.64 1.67
6 1.73 1.77 1.82
7 1.83 1.88 1.94
8 1.91 1.96 2.03
9 1.98 2.04 2.11
10 2.03 2.1 2.18
[ 11 2.09 2.14 B
12 2.13 2.2 2.29
13 217 2.24 2.33
14 2.21 2.28 2.37
15 2.25 2.32 2.41
16 2.28 2.35 2.44
17 2.31 2.38 2.47

Fonte: (Andiotti, 2005)
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