Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Valida¢ao de uma metodologia analitica para determinacao de calcio em produtos carneos

Validation of a analytical methodology for calcium determination in meat products

Rafael BURINY, Vivian Maria BURIN!, Patricia TAHA!, Marilde Terezinha BORDIGNON-LUIZ™

Resumo

O objetivo deste trabalho consiste em validar uma otimizagdo para uma metodologia tradicional de determinagao de calcio em produtos
carneos. No Brasil, esta metodologia é descrita pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento e utiliza como elemento filtrante,
em uma das etapas de filtracdo, fibras médias de amianto, um material téxico. Na metodologia proposta neste trabalho, estas fibras foram
substituidas por papel filtro quantitativo. Os testes realizados foram: linearidade, sensibilidade, limite de detec¢do e de quantificagao, preciséo,
exatidao, especificidade, robustez e incerteza da medi¢ao. A metodologia otimizada proposta neste trabalho mostrou-se sensivel, precisa,
exata, especifica e robusta. Pode-se considerar esta metodologia adequada para determinar a concentragdo de célcio em produtos carneos.
Palavras-chave: validagio de metodologia; cdlcio; produtos cdrneos.

Abstract

The aim of this study was to validate an optimization of a traditional methodology of calcium determination in meat products. In Brazil,
the method of calcium determination described by the Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento uses asbesto fibers in a stage
of filtration, which is toxic. In the methodology proposed in this work, we replaced these asbestos fibers with quantitative filter paper. To
evaluate the analytical methodology proposed, we considered: linearity, sensitivity, detection, quantification limits, precision, accuracy,
specificity, robustness, and inaccuracy of measurements. The optimized analytical method proposed in this work proved sensible, accurate,
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exact, robust, and linear. Considering the determination of the calcium content in meat products was considered suitable.

Keywords: validation methods; calcium; meat products.

1 Introdugao

Em produtos carneos, a concentragio de calcio depende do
tipo de embutido e da quantidade de carne mecanicamente sepa-
rada (CMS) utilizada para a sua fabricagdo. A legislagao brasileira
limita o uso de CMS nestes produtos (SOUZA et al., 2003).

A metodologia analitica para determina¢io de célcio em
produtos carneos recomendada pelo Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento (MAPA), descrita em Brasil (1999),
descreve em uma das etapas de filtragio, a utiliza¢ao de cadinho
de Gooch e, como elemento filtrante, fibras médias de amianto.
Estas sdo material téxico que, segundo D’acri (2003), pode
causar asbestose pulmonar, cancer de pulméo, mesoteliomas e
doengas pleurais benignas, como placas pleurais e limitagdes
cronicas de fluxo aéreo.

E fundamental que os laboratérios disponham de meios e
critérios objetivos para demonstrar, por meio da validacao, que
as metodologias de ensaio que executam conduzem a resultados
confiaveis e adequados a qualidade pretendida (RIBANT, 2004).
Se uma metodologia for modificada para atender aos requisitos
especificos ou um método novo for desenvolvido, o laboratério
deve assegurar que as caracteristicas de desempenho do método
atendam aos requisitos para as opera¢des analiticas pretendidas
(INMETRO, 2003).

Os termos ‘validagdo’ e ‘garantia da qualidade’ sdo extensa-
mente usados. Segundo a Associacio Brasileira de Normas Técni-

cas (NBR ISO/IEC 17025), validar um método ¢ confirmar - por
exame e fornecimento de evidéncia objetiva - que os requisitos
especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos.
Validagao de metodologias analiticas é o primeiro passo para a
garantia da qualidade em um laboratdrio. A garantia da qualidade
analitica é o conjunto completo das medidas que um laboratério
deve assegurar, a fim de conseguir dados de alta qualidade. Além
do uso da validagio e/ou das metodologias padronizadas, ha outras
medidas que devem ser seguidas, como: procedimentos eficazes
de controle da qualidade interno (uso de materiais de referéncia,
calibragdo de equipamentos, controle de documentos, etc.); par-
ticipagdo em testes de proficiéncia, e acreditacdo a um organismo
internacional, normalmente NBR ISO/IEC 17025 (TAVERNIERS;
LOOSE; BOCKSTAELE, 2004). Os critérios de selegdo para o
procedimento apropriado de valida¢do dependerao das condigoes
do laboratdrio, do método utilizado, do tipo de amostra, dos com-
ponentes do mensurando, da calibragdo dos equipamentos e da
disponibilidade de materiais de referéncia certificados.

2 Material e métodos

2.1 Material

Para a determinagio de célcio, foi utilizada uma amostra
de salsicha, adquirida em mercado local. O padrao utilizado foi
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Validagdo de metodologia para calcio

Material De Referéncia Certificado (MRC), carbonato de calcio
(FLUKA) pureza de 99,70% e incerteza expandida de +0,13%,
com nivel de confianca de 95%. A concentragido da solugio pa-
dréo foi de 1,0013 mg de calcio/mL. Os demais reagentes utiliza-
dos foram de qualidade p.a. e 0s equipamentos e vidrarias foram
calibrados segundo a Rede Brasileira de Calibragdo (RBC).

2.2 Métodos

Procedimento para andlise

A determina¢io de cdlcio para produtos carneos foi rea-
lizada em amostra de salsicha, segundo metodologia proposta
por Brasil (1999) com modificagdes. Uma das etapas de filtra-
¢do deste método utiliza cadinho de Gooch e, como elemento
filtrante, fibras médias de amianto, que foram substituidas por
papel filtro quantitativo.

A amostra (5 g) foi pesada (Balanca analitica Shimadzu
AY-220, Japao) em cadinho, carbonizada em placa aquecedora
(Tecnal, Brasil), incinerada em forno mufla (Quimis, Brasil)
(550 + 5°C) e esfriada a temperatura ambiente. Em seguida, foi adi-
cionado acido cloridrico concentrado (5,0 mL) e este foi evaporado
em chapa aquecedora (100 °C). Nova adigao de acido cloridrico
concentrado (2,0 mL) foi realizada e o cadinho foi coberto com
vidro relégio e aquecido em placa aquecedora (100 °C) durante
5 minutos. Apos resfriamento da amostra, o cadinho foi lavado
com 4gua deionizada, seguido de uma filtragdo em papel filtro
qualitativo. O filtrado foi recolhido em um baldo volumétrico de
100 mL. Esse material foi denominado como “solucéo estoque’.

Foram transferidos 50,0 mL da solu¢éo estoque para um
erlenmeyer de 250 mL e adicionadas 3 gotas de solugio alcodlica
de vermelho de metila (0,1% m/v) e 50 mL de 4gua deionizada. A
solugdo foi neutralizada com a utilizagdo de hidréxido de amonio
(1 + 1) v/v, ajustado o pH (5,5) com HCI (1 + 9) v/v, e mantida
em ebuli¢do (1 minuto) em placa aquecedora. Posteriormente, foi
adicionado oxalato de amonio 4,2% m/v (10,0 mL). No repouso
(12 horas), foi observada a formagio do precipitado de oxalato
de célcio por meio de uma reagdo quimica entre o célcio e o
oxalato. Apds este periodo, o precipitado obtido foi filtrado em
papel filtro quantitativo (Vetec - c6d. 050150). Nesta etapa da
metodologia proposta por Brasil (1999), é utilizado o amianto
como elemento filtrante. O papel filtro foi lavado com hidréxido
de aménio 2% v/v (50 mL), para retirar o excesso de oxalato. Os
filtrados foram descartados. O papel filtro contendo o precipi-
tado de oxalato de célcio foi transferido para um funil de vidro
e lavado, cuidadosamente, com 4cido sulfarico (5 + 125) v/v
(130 mL). O acido oxdlico formado foi titulado com permanga-
nato de potassio 0,01 M, a 75 °C (banho termostatizado (Tecnal,
Brasil). O teor de célcio foi calculado, considerando-se que cada
mililitro da solu¢do padronizada de permanganato de potéssio
gasto na titulagdo corresponde a 1,0 mg de célcio.

2.3 Validagdo da metodologia proposta

Faixa de trabalho e linearidade

A faixa de trabalho e a linearidade foram determinadas de
acordo com especificagdes do Inmetro (2003). Para o célculo
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da faixa de trabalho, foi construida uma curva utilizando-
se solu¢do padrdo de calcio com seis niveis de calibracio
(1, 3, 5,10, 15 e 20 mg de calcio). O namero de replicatas para
cada nivel de calibragio foi sete.

A linearidade do método foi determinada a partir da curva
da faixa de trabalho e calculada a partir da equagdo da regres-
sdo linear (Equagdo 1) (EUROPEAN AGENCY FOR THE
EVALUATION OF MEDICINAL PRODUCTS, 2007).

y=ax+b (1)
sendo:

y = resposta medida; x = concentracdo; a = inclinagdo da curva
de calibra¢do (sensibilidade); b = interse¢do com o eixo y

Sensibilidade, limite de detec¢io (LD) e
limite de quantificagdo (LQ)

A sensibilidade foi determinada a partir da inclinagéo da cur-
va na faixa de trabalho (TAVERNIERS; LOOSE; BOCKSTAELE,
2004) e calculada de acordo com a Equagio 2.

&

S =
dy

(@)

sendo:

S = sensibilidade; dx = variagdo da resposta; e dy = variagdo da
concentracao

O LD foi determinado pela andlise do branco (todos os
reagentes utilizados na analise sem a adigdo do analito) com
10 repeticdes, sendo calculados a média e o desvio padrdo. O
LD foi calculado pela soma das médias dos brancos mais trés
vezes o desvio padrio dividido pela sensibilidade do método
(Equagio 3) (FEINBERG; RAGUENES, 1998).

_ x+3.s
S

LD

3

sendo:

x = média dos valores dos brancos da amostra; s = desvio padrédo
dos brancos da amostra; e S = sensibilidade

Para a determina¢do do Limite de Quantificagdo (LQ)
(Equagdo 4), foram analisados 10 brancos e calculados a média
e o desvio padrio (FEINBERG; RAGUENES, 1998).

_x+10.s

LO 3

“

sendo:

x = média dos valores dos brancos; s = desvio padrao dos bran-
cos; e S = sensibilidade do método

Precisdo

A precisdo foi avaliada a partir da repetitividade dos resul-
tados, utilizando-se a curva da faixa de trabalho (MOHAMED
etal,, 2005). A precisio da metodologia foi expressa em termos
de desvio padrao relativo (NEVADO et al., 2005).
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Exatiddo

Para a avaliagdo da exatiddo da metodologia, foi calculado
o erro relativo de acordo com a Equagdo 5. O indice Z foi calcu-
lado segundo a Equagéo 6. A avaliagédo dos resultados do indice
Z foi realizada de acordo com a seguinte escala de pontuagio:
|Z| < 2 = satisfatorio; 2 < |Z |< 3 = questionével; |Z | > 3 = insa-
tisfatério (INMETRO, 2003).

A recuperacido do analito também foi avaliada em amostras
fortificadas: amostras de salsichas foram adicionadas de ma-
terial de referéncia certificado em 3 diferentes concentragdes
(2,5 e 10 mg calcio). As analises foram realizadas em triplicata
(GARBERLOTTI; TORRES; MARSIGLIA, 2003).

ER=M‘1OO 5)
X

sendo:

X,,, = média dos valores obtidos na andlise da solugdo padrao; X
= valor tedrico aceito como verdadeiro Material de Referéncia
Certificado (MRC)

X, — X

lab — v
N

7= (6)

sendo:

X = média dos valores obtidos experimentalmente; X,= valor
tedrico aceito como verdadeiro (MRC); s = unidade de desvio
(incerteza do MRC).

Especificidade

A analise da especificidade da metodologia foi realizada
com solu¢ao padrio de calcio (MRC) adicionada de impu-
rezas (PLATZER; WHITE, 2006). Foram pipetadas aliquotas
de 5,0 mL do padréo de célcio em 10 cadinhos de porcelana:
5 cadinhos foram contaminados com 2,0 mL de uma solu¢io
de magnésio (6 mg de Mg?*/mL) e nos outros 5 cadinhos foram
adicionados 0,5 mL de solugéo de sulfato de s6dio (33,5 mg de
SO, ?*/mL), realizando-se todo o procedimento analitico.

Tabela 1. Modelo experimental para teste de robustez.

Robustez

Para avaliar a robustez da metodologia, foi utilizado o teste
proposto por Youden e Steiner (TAN; XU; ZHENG, 1995) con-
forme a Tabela 1. Este teste permite avaliar a robustez e também
ordenar a influéncia de cada uma das variagdes nos resultados
finais, indicando qual o tipo de influéncia que cada variagdo
exerce. Para determinar a variacio de um fator, foram encon-
trados os quatro valores correspondentes as letras maitisculas
e minusculas, comparando-se as médias dos dois grupos. Para
calcular as variagoes de A para a, foi usada a Equagéo 7.

A_(s+t+utv) (x+y+w+z)
a 4 4

(@)

A Tabela 1 mostra quais os fatores que foram modificados
para a determinac¢do da robustez. Foram denominados os fa-
tores nominais por letras maitsculas de A a G e as variagdes,
por letras minusculas correspondentes. Estes fatores e suas
variagdes foram escolhidos pelo analista de acordo com testes
preliminares.

Incerteza de medigdo

A incerteza da medigao foi avaliada de acordo com Ellison,
Rosslein e Willians (2002), em quatro etapas: 1)etapa foi a
especificagdo do mensurando; 2) identificagdo das fontes de
incerteza; 3) quantificacio dos componentes de incerteza; e
4) célculo da incerteza combinada.

2.4 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o softwa-
re STATISTICA’ versdo 6.0 (2001) com a aplicagao do teste
ANOVA. Para realizagdo da curva de regressao linear na faixa
de trabalho, média, desvio padrio e varincia, foi utilizado o
programa Excel 2000 for Windows.

3 Resultados e discussiao

3.1 Faixa de trabalho e linearidade

Os resultados da faixa de trabalho estdo indicados na
Tabela 2 e na Figura 1. O método demonstrou uma boa lineari-

Varidveis Experimentos Variagoes dos fatores
1 2 3 4 5 6 7 8 Efeito Nominal Variagao
\2! A A A A a a a A Ala 75°C 90°C
V2 B B b b B B b b B/b 130 mL 100 mL
V3 C c C c C c C c Clc 2% v/v 4% v/v
V4 D D d d d d D D D/d 12 horas 2 horas
V5 E e E e e E e E Ele Apos 1 minuto de Inicio da
ebulicdo ebuli¢do
A F f f F F f f F F/f 55 4,0
V7 G g g G G G g Gl/g Leve Forte
agitagao agitacao
Resultados s t u v X y u v z Nominal Variagao

V1 = temperatura de titulagdo; V2 = volume da solugdo de dcido sulftrico (5 + 125) v/v; V3 = concentragdo da solugao de hidroxido de amoénio; V4 = tempo de precipitagao; V5 =
tempo de adigdo da solugdo de oxalato de amonio 4,2% m/v; V6 = pH de precipitagio; e V7 = agitagao durante a titulagio.
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dade, R*=0,9999, na medida em que, segundo a FDA (2007), o
critério minimo aceitavel para o coeficiente de correlagéo linear
deve ser maior ou igual a 0,995. A equagdo da reta obtida foi
y = 1,0106x - 0,0527.

Os resultados da linearidade da metodologia na faixa de
trabalho nido dependem apenas da sensibilidade do equipa-
mento utilizado, pois outros aspectos devem ser observados: a
complexidade do método, os reagentes utilizados, a extracdo do
analito, as condi¢oes do equipamento e do meio ambiente, além
da habilidade do analista. No desenvolvimento e validagdo de
métodos para determinar tragos de ftalatos (ésteres de dcido ftd-
lico) em vegetais, Sablayrolles et al. (2005) utilizaram o método
da cromatografia gasosa com espectroscopia de massa, obtendo
coeficientes de correlagdo linear na faixa de 0,7247 a 0,9742 para
baixas concentragdes e 0,8840 a 0,9852 para concentragdes altas.
Gaberlotti, Marsiglia e Torres (2003) validaram um método
enzimdtico gravimétrico para determinacao de fibras dietéticas
em alimentos, sendo o coeficiente de correlagao linear igual a
0,9999 — indicativo de uma boa linearidade do método — e a
curva de calibragdo construida com 3 niveis de concentragio.
Pinho et al. (2000), na quantificagdo de antioxidantes sintéticos
em patés de figado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), utilizando-se uma curva de calibragdo com 5 niveis
de concentra¢io, obtiveram uma linearidade superior a 0,99.
Nestas pesquisas, evidenciou-se uma melhor linearidade para
o método gravimétrico quando comparado ao método por
cromatografia.

Tabela 2. Resultados corrigidos da faixa de trabalho, com o desvio
padrdo e o Coeficiente de Variagao (CV)

Massa de calcio Massa de célcio  Repetitividade** CV%
esperada* (mg) obtida (mg) (desvio padrao)
0,993 1,001 0,028 2,75
2,997 2,891 +0,046 1,60
4,995 4,863 +0,028 0,56
9,990 10,160 +0,039 0,38
14,991 15,141 +0,042 0,28
19,980 20,088 + 0,091 0,45

*O valor tedrico é o valor corrigido da quantidade de calcio na aliquota; e **para cada
nivel de concentragdon = 7.

25 7
20 A
15 -

10 -
5 y = 1,0106x — 0,0527
R*=10,9999

o

5 10 15 20 25

Valor encontrado (mg de célcio)

_5 .
Valor nominal (mg de célcio)

Figura 1. Linearidade e faixa de trabalho para o método de determi-
nagdo de calcio.
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3.2 Sensibilidade, limite de deteccio e
limite de quantificagio

A sensibilidade da metodologia calculada utilizando-se a
curva de regressdo linear foi de 1,0057 mg de calcio.

A média (n=10) dos valores do branco (reagentes utilizados
na andlise sem a adi¢do do analito) foi de 0,40 mL de solucio
de permanganato de potassio, apresentando um desvio padrao
de +0,04.

O limite de detec¢do observado para o método foi de
0,52 mg de célcio/5 g de amostra ou 11 mg de calcio/100 g de
amostra. O limite de quantificagdo observado foi de 0,80 mg
de célcio/5 g de amostra ou 16 mg de célcio/100 g de amostra.

3.3 Precisdo

A precisdo na faixa de trabalho é apresentada na forma de
repetitividade (Tabela 2) sendo avaliado o desvio padrio dos
resultados obtidos. Ainda nesta tabela pode-se notar que os
resultados dos coeficientes de variagdo (% CV) foram aceitd-
veis, pois nao foi observado valor superior a 5%, que ¢ o limite
maximo admitido por Brasil (2003). O FDA (2007) estabelece
como critério de aceitagdo para o coeficiente de variagéo valor
menor ou igual a 2%, sendo que somente o primeiro nivel de
concentrac¢do (1,00 mL) da curva de calibragao ficou acima do
limite.

3.4 Exatidado

Os resultados da recuperagdo do analito em amostras
fortificadas com soluc¢do padrio de calcio estao apresentados
na Tabela 3. Foi obtida uma boa recuperagio, pois de acordo
com a FDA (2007) os limites para recupera¢do do analito sdao
de 80 a 120%.

A média dos resultados do indice Z e o erro relativo do
método estao descritos na Tabela 4. O erro relativo do método
apresentou uma variagdo menor que 5% para todos os niveis
de concentragdes. Os resultados do indice Z foram satisfatdrios
(menor que 2) para todas as concentra¢des da solu¢io padrio
de célcio.

A forma mais utilizada pelos pesquisadores para avaliar a
exatiddo de método ¢ por meio da porcentagem de recuperagao
do analito. Garda, Macedo e Fourlong (2004) determinaram
tricotecenos em cerveja pela analise de duas toxinas (DON
e T-2). Utilizando-se a cromatografia gasosa, obtiveram a re-

Tabela 3. Médias (n = 7) dos resultados de recuperagio do analito em
amostras fortificadas.

Amostra (g)  mg de célcio mg de calcio Recuperagido do

tedrico detectado analito (%)
6,038 0,000 6,532 0,00
6,051 2,997 9,635 101,01
6,046 4,995 11,546 100,17
6,040 9,990 16,492 99,80

Cilcio tedrico = célcio adicionado.
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Tabela 4. Exatidiao do método avaliada pelo erro relativo (%) e indice
Z (z score) a partir dos resultados obtidos na faixa de trabalho.

Massa de cdlcio  Massa de calcio  Indice |Z|  Erro relativo (%)
esperada* (mg) obtida (mg)
0,993 1,001 0,06 0,78
2,997 2,891 0,81 -3,52
4,995 4,863 1,01 -2,64
9,990 10,160 1,31 1,71
14,991 15,141 1,16 1,00
19,980 20,088 0,83 0,54

cuperagao da toxina DON de 81,5 a 84,6% e da toxina T-2 de
101,0 a 105,0%. De acordo com Garberlotti, Torres e Marsiglia
w(2003), na validagdo do método enzimatico gravimétrico para
determinagdo de fibras dietéticas em alimentos, os percentuais
de recuperagio do padrio foram de 101, 108 e 110%, admitindo-
se uma escala de tolerancia de 70 a 120%.

3.5 Especificidade

Os resultados da contaminagio com solu¢ao de magnésio e
solucdo de sulfato estdo descritos na Tabela 5. As contaminagdes
da solu¢io padrio néo interferiram na recuperagio do analito
(Ca?"), indicando que o oxalato tem preferéncia pelo célcio no
pH utilizado para precipitagdo. Tal ocorréncia era esperada,
uma vez que o produto de solubilidade do oxalato de magnésio
é cerca de 10 mil vezes maior que o do oxalato de célcio. Este
fato é muito importante na determinagéo de calcio por métodos
titrimétricos, os quais freqiientemente sofrem interferéncia do
magnésio.

3.6 Robustez

Os resultados dos ensaios das combinag¢des das variagdes
estdo descritos na Tabela 6, que indica também os resultados
das recuperagoes.

A Figura 2 apresenta graficamente as influéncias das va-
riacdes no método. Nota-se que a variagdo na concentragio da
solugdo de hidréxido de amonio — solugio utilizada para retirar
o excesso de oxalato do papel filtro — foi a que apresentou a
menor porcentagem de recupera¢do do analito, com 95,31%.
Observa-se que a variacdo da concentragdo utilizada foi o
dobro da recomendada pelo método proposto, o que pode ter
influenciado para a baixa recuperagdo obtida. Esta ocorréncia
pode ser justificada, pois o célcio ¢ deslocado do oxalato para
formar hidréxido de calcio, o qual apresenta solubilidade apro-
ximadamente mil vezes maior que o oxalato de célcio, sendo
este eliminado na filtragdo.

O resultado da avaliacdo de cada uma das variaveis foi ob-
servado pelos efeitos A/a = 0,0188; B/b = 0,0033; C/c = 0,0633;
D/d = 0,0280; E/e = 0,0086; F/f = 0,0132 e G/g = 0,0045. Como
pode ser observado na Figura 2, o maior efeito foi o C/c = 0,0633,
que teve a maior influéncia no resultado.

3.7 Incerteza da medigdo

Esta fase compreendeu quatro etapas: 1) especificagdo do
mensurando; 2) identificagdo das fontes de incerteza; 3) quanti-
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Tabela 5. Médias (n = 5) de recuperagio do célcio com interferéncia
de ions Mg e SO,

Padrio de Padriode Padrdode Ca++  Recuperagio Erro
calcio*  magnésio™ sulfato*** detectado (%) relativo
(mlL) (mlL) (mlL) (mg) (%)
5,0 2,0 0,0 5,018 100,50 0,47
5,0 0,0 0,5 4,968 99,45 0,54

*5,0 mL de padrao de calcio = 4,9948 mg de calcio; **padrao de magnésio = 6 mg.mL™;
e ***padrio de sulfato = 67 mg.mL".

Tabela 6. Resultados das recuperagdes dos fatores nominais e das
variagoes.

Varidveis* Niveis Recuperacdo (%)
V1 75°C (A) 100,67
90 °C (a) 99,31
V2 130 mL (B) 100,67
100 mL (b) 99,51
V3 2% v/v (C) 100,67
4% v/v (c) 95,31
V4 12 horas (D) 100,67
2 horas (d) 98,74
V5 Apos 1’ de ebulicao (E) 100,67
No inicio da ebuli¢io (e) 99,90
V6 5,5 (F) 100,67
4,0 (f) 99,76
V7 Leve (G) 100,67
Forte (g) 100,34

*As variagdes intencionais no método foram: V1 = temperatura de titulagio; V2 = volume
da solugdo de 4cido sulfurico (5 + 125) v/v; V3 = concentragio da solugao de hidréxido
de amonio; V4 = tempo de precipitagdo; V5 = tempo de adigao da solugdo de oxalato de
amonio 4,2% m/v; V6 = pH de precipitagdo; e V7 = agitagdo durante a titulagao.
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Figura 2. Porcentagem de recuperagao do analito para cada variagao,
a = temperatura de titulacdo; b = volume solugio de dcido sulfirico;
¢ = concentragdo da solu¢do de hidroxido de amoénio; d = tempo de
precipitagdo; e = adi¢do da solugdo de oxalato de amonio; f = pH de
precipitagdo; e g = agitagdo durante a titulagao.

ficagdo dos componentes de incerteza, e 4) calculo da incerteza
combinada. Na primeira etapa, o mensurando especificado foia
concentragdo de calcio (%). Na segunda etapa, foram identifica-
das as principais fontes de incerteza, utilizando-se um diagrama
de causa efeito. Para a massa da amostra, as componentes de
incerteza foram: a repetitividade na pesagem; a incerteza na
calibragdo da balanca; a estabilidade com o tempo; o efeito da
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temperatura; a linearidade, e a resolu¢ao da balanca. Para o vo-
lume gasto na titulagdo da amostra, as componentes de incerteza
foram: a repetitividade na titulagio; a incerteza da calibragio
da bureta; o efeito do menisco; o efeito da temperatura, e a re-
solucdo da bureta. No volume da dilui¢do, as componentes de
incerteza foram: a repetitividade; a incerteza na calibra¢do do
baldo volumétrico; o efeito do menisco, e o efeito da tempera-
tura. As componentes relacionadas com o volume da aliquota
foram: a repetitividade na transferéncia do volume da pipeta; a
incerteza na calibracio da pipeta; o efeito temperatura, e o efeito
do menisco. As componentes relacionadas com a concentrag¢io
da solugdo de permanganato de potassio foram: as incertezas
da massa de permanganato de potassio, as incertezas da massa
molar do permanganato de potdssio e o volume da diluigio.

Na terceira etapa, foi realizada a quantificagdo dos compo-
nentes de incerteza. Os resultados das incertezas expandidas em
um nivel de confianga de 95% foram: +0,0005 g com k = 2,20
para massa da amostra; 20,1884 mL com k = 2,52 para o volume
gasto na titulacdo da amostra; 20,0474 mL com k = 2,00 para
a diluicdo da solugdo estoque; £0,0131 mL com k = 2,00 para
a aliquota e £0,0041 mol.L™! com k = 2,37 para a concentra¢io
da solu¢do de permanganato de potassio. O resultado final
da incerteza de medi¢do para o mensurando (% Ca**) foi de
10,00904 g, com um nivel de confianga de aproximadamente
95% e k = 2,87. O resultado corrigido da analise de célcio em
salsichas foi de 0,108 £ 0,009 g de cdlcio/100 g da amostra.

4 Conclusoes

A metodologia analitica proposta para quantificagio de
célcio, utilizando-se papel filtro quantitativo para a recupera-
¢do do precipitado de oxalato de calcio, mostrou-se sensivel,
especifica, precisa, exata, robusta e linear na faixa de trabalho,
sendo adequada para determinar a concentragdo de célcio em
produtos carneos.
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