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RESUMO

Em 2022, o Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) definiu em seus Regulamentos
Técnicos de Identidade e Qualidade (RTIQs) para apresuntado, fiambre, hamburguer e
presunto, pela primeira vez, limites regulatorios maximos permitidos para colageno. O
colageno, a principal proteina estrutural do tecido conjuntivo, desempenha um papel
fundamental na textura, capacidade de retencao de agua e vida util de produtos carneos.
Este estudo teve como objetivo verificar e adaptar o método normalizado AOAC-NMKL
n° 990.26/127 para a determinacdo de coldgeno, baseado na determinacao de
hidroxiprolina (Hyp), incorporando a digestao assistida por micro-ondas (DAM) como
uma alternativa mais rapida e sustentavel. Apds a hidrdlise, a Hyp foi oxidada com
cloramina-T e reagiu com 4-dimetilaminobenzaldeido para quantifica¢do
espectrofotométrica em 558 nm. O desempenho do método normalizado foi avaliado
utilizando diversas matrizes carneas (presuntos, salsichas e hamburgueres), com
resultados de linearidade (R? = 0,9990), repetibilidade e precisao intermediaria (CV <
8,8%), exatiddo (recuperacdes de 103—104%), limite de quantificacdo (LQ = 0,60 pg 2
mL™) e incerteza de medigao (U = 4,6%) adequados. Um método de hidrolise alternativo
por meio de digestdo acida assistida por micro-ondas foi otimizado e comparado ao
protocolo AOAC-NMKL. O protocolo DAM utilizando HC1 6 mol L™! reduziu o volume
utilizado de acido em 67% e o tempo de digestdo em mais de 96% em comparagdo com
o método AOAC-NMKL. Essas melhorias, combinadas com o uso de reagentes menos
perigosos e a reducdo no volume de residuos gerados, estdo alinhadas com os principios
da Quimica Analitica Verde. De modo geral, o método proposto mostrou-se eficiente e
ambientalmente favoravel, representando uma alternativa rdpida e valiosa para a
determinagdo de coldgeno em analises de rotina de produtos carneos.

Palavras-chave: adaptacdo de método; digestdo assistida por micro-ondas;
hidroxiprolina; verificagdo de desempenho de método.



ABSTRACT

In 2022, the Brazilian Ministry of Agriculture and Livestock (MAPA) defined new
regulations (RTIQs) for cooked ham, hamburger, and luncheon, setting for the first time,
regulatory limits for the addition of collagen. Collagen, the primary structural protein in
connective tissue, plays a key role in the texture, water-holding capacity, and shelf life of
meat products. This study aimed to verify and adapt the AOAC-NMKL 990.26/127
reference method for collagen determination, based on hydroxyproline (Hyp)
determination, by incorporating microwave-assisted digestion (MAD) as a faster and
more sustainable alternative. Following hydrolysis, Hyp was oxidized with chloramine-
T and reacted with 4-dimethylaminobenzaldehyde for spectrophotometric detection at
558 nm. Method verification was conducted using various meat matrices (cooked hams,
cooked sausages, and hamburgers), achieving proper linearity (R* = 0.9990), repeatability
and intermediate precision (CV < 8.8%), accuracy (recoveries of 103—104%), limit of
quantification (LOQ = 0.60 pg 2 mL-1), and measurement uncertainty (U = 4,6%). An
alternative hydrolysis method via microwave-assisted acid digestion was suggested,
which was optimized and compared with the AOAC-NMKL protocol. The MAD protocol
using HCI reduced acid volume by 67% and digestion time by more than 96% compared
to the AOAC-NMKL method. These improvements, combined with the use of less
hazardous reagents and the reduction in the volume of waste generated, align with the
principles of Green Analytical Chemistry. Overall, the proposed method proved to be
efficient and environmentally favorable, representing a valuable alternative for the
determination of collagen in routine analysis of meat products.

Keywords: method adaptation; microwave assisted digestion; hydroxyproline; method
performance verification.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores exportadores de carne do mundo, devido a qualidade
e seguranca sanitaria apresentadas pelos produtos fabricados no pais, as quais sdo exigidas
pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF). A obrigatoriedade da inspecdo sanitaria e
industrial de produtos de origem animal e seus subprodutos foi estabelecida no Brasil no
ano de 1950, pela Lei n° 1.283, de 18 de dezembro do mesmo ano. A fiscalizagao da
conformidade desses produtos € realizada pela Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA),
pertencente ao Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), por meio do Departamento
de Inspecao de Produtos de Origem Animal (DIPOA). Esse controle se estende da criagdao
e abate dos animais ao comércio do produto final.

A legislagdo brasileira estabelece limites regulatérios (LRs) para o uso de
aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia na elaboracdo de produtos carneos,
visando a garantia da qualidade alimentar e seguranga da popula¢do consumidora desses
produtos. Os LRs mais recentemente estabelecidos pelo MAPA em seus Regulamentos
Técnicos de Identidade e Qualidade (RTIQs) incluem, pela primeira vez, teor maximo de
colageno permitido em produtos carneos (BRASIL, 2022a, 2022b, 2022¢, 2023).

O colageno ¢ o maior representante proteico na estrutura do tecido conjuntivo
animal, podendo ser obtido de cartilagens, peles, ossos, tenddes, dentre outros tecidos e
orgaos de diferentes espécies animais (Brasil, 2021a; Tang et al., 2022). Devido a grande
variedade de tipos dessas proteinas, a aplicabilidade do colageno é ampla, a qual inclui
usos em: biomedicina, uma vez que possui propriedades relacionadas a formacao de géis
que auxiliam na recuperagdo de células; cosméticos, devido a capacidade de solubilidade
e retencdo de dgua; manufatura de biomateriais, por suas propriedades biomecanicas,
biodegradaveis e de alta versatilidade; entre outras (Alam et al., 2022; Oliveira et al.,
2021).

Outro importante campo de aplicacdo da proteina colagénica se d4 na industria
de alimentos, onde pode ser utilizada como aditivo alimentar devido as suas propriedades
funcionais, tais como: capacidade de absor¢dao de dgua, emulsificante, estabilizante e de
formacao de géis (Alexandretti et al., 2019). Em produtos carneos, pode atuar na extensao
da vida de prateleira, funcionando como uma barreira contra o oxigénio (Antoniewski;
Barringer, 2010), bem como melhorar o rendimento de cozimento, capacidade de
retencao de dgua (Brewer, 2012) e, dependendo da quantidade, a textura dos produtos aos

quais € aplicado (Li et al., 2022).
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O colageno ¢ muito utilizado na formulacdo de produtos cérneos com a
finalidade de aumentar o teor proteico e/ou as propriedades de ligagao a 4gua (Sentandreu;
Sentandreu, 2014). Apesar de ser frequentemente utilizado, o coldgeno ¢ uma proteina de
baixo teor de aminoécidos essenciais e, portanto, de menor valor nutricional (Anzani et
al., 2020). Carnes consideradas de baixa qualidade nutricional sdo ricas em tecido
conjuntivo e, dessa forma, podem ser avaliadas através de seu teor colagénico (Messia et
al., 2008). A partir disso, torna-se necessario o controle de qualidade de produtos carneos,
visto que a presenca de coldgeno acima dos limites regulatérios estabelecidos pelo
MAPA, além de configurar fraude por adulteragdo, pode reduzir o valor nutricional
proteico do produto, comprometendo seu perfil de aminoacidos essenciais.

A determinacgdo de coldgeno em carnes e produtos carneos ¢ feita por meio de
métodos de quantificagdo da 4-hidroxiprolina (Hyp), principal aminoacido presente
exclusivamente no colageno (Da Silva; Spinelli; Rodrigues, 2015). Essa quantificagao
pode ser realizada por meio do método normalizado da AOAC International n° 990.26,
desenvolvido em estudo colaborativo conduzido pelo Nordic-Baltic Committee on Food
Analysis (NMKL) com o método NMKL 127, que emprega hidrélise acida seguida de
complexacdo e determinagao por espectrofotometria de absor¢ao molecular na regido do
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis). Para fins de padronizacdo, esse método sera referido como
AOAC-NMKL neste trabalho. A principal desvantagem desse método esta relacionada
ao tempo demasiadamente prolongado para a etapa de hidrolise.

O MAPA, por meio de seus Laboratorios Federais de Defesa Agropecuaria
(LFDAs), especialmente no Setor Laboratorial Avangado em Santa Catarina (SLAV-SC),
tem implementado métodos alternativos para andlises de controle de produtos de origem
animal, como analise de sulfito, nitrito e nitrato por eletroforese capilar de zona,
determinagdo de conservantes e histamina por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas, dentre outros (De Melo et al., 2022; Della Betta et al., 2016;
Deolindo et al., 2023; Gongalves et al., 2022; Molognoni et al., 2019). Tais métodos tém
sido empregados na rotina analitica do SLAV-SC para o Programa de Avaliacao de
Conformidade de Padrdes Fisico-Quimicos e Microbioldgicos de Produtos de Origem
Animal Comestiveis (PACPOA), uma vez que foram desenvolvidos com o objetivo de
aumentar a frequéncia analitica, a precisdo e a exatidao dos ensaios e reduzir o consumo
de reagentes e insumos laboratoriais. Esses métodos alternativos tém sido frutos da

parceria do SLAV-SC com a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
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Com a implementacao dos novos RTIQs para apresuntado, fiambre, hamburguer
e presunto, e com a defini¢do de limites regulatorios para colageno, essa analise passou a
ser demandada pelo SIF para o PACPOA, mostrando-se necessaria a disponibilidade de
um método de quantificacdo vidvel e com elevada frequéncia analitica.

A partir disso, o objetivo deste estudo foi implementar o método normalizado da
AOAC-NMKL para a determinagdao de coldgeno em produtos carneos, propondo
adaptacdes na etapa de preparo de amostras, através de um sistema de digestao assistida
por micro-ondas, visando o aumento da frequéncia analitica e a redugdo de residuos
quimicos. O método de preparo de amostras adaptado teve seu desempenho verificado e
foi comparado ao método normalizado AOAC-NMKL.

Esta dissertacdo esta estruturada da seguinte forma: na primeira parte, ¢
apresentado o estado da arte sobre o tema, com base em revisao da literatura que abordou:
(i) as principais caracteristicas do coldgeno, (ii) suas aplicacdes industriais —
especialmente a de alimentos, (ii1) legislacdo brasileira para o controle desse analito em
produtos carneos, (iv) os principais métodos analiticos empregados na determinacao
dessa proteina e, por fim, (iv) uma proposta alternativa para a otimiza¢do do método
normalizado, com foco no aumento da frequéncia analitica e reducdo de uso de reagentes
quimicos, em compatibilidade com os principios da Quimica Analitica Verde (QAV),
utilizando digestao acida assistida por micro-ondas.

Sequencialmente, sdo apresentados os resultados experimentais obtidos: (i) na
verificagdo de desempenho do método normalizado AOAC-NMKL, (ii) na aplicag¢do da
digestdo assistida por micro-ondas nas amostras e (iii) a comparacdo entre as duas

metodologias avaliadas quanto a metodologia de hidrélise e a QAV.
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2 OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Implementar o método normalizado AOAC-NMKL para quantificagdo de 4-
hidroxiprolina em produtos carneos por espectrofotometria UV-Vis, e propor adaptagdes
a fim de aumentar a frequéncia analitica e reduzir a quantidade de residuos quimicos,

seguindo os principios da Quimica Analitica Verde (QAV).
2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a verificagdo de desempenho do método AOAC-NMKL, de acordo com
o Guia de Orientacdao sobre Validagao de Métodos Analiticos do Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO), em termos de repetibilidade, precisao
intermediaria, reprodutibilidade e exatidao, e aplica-lo em amostras de rotina de produtos
carneos provenientes de estabelecimentos inspecionados pelo Servigo de Inspecdo
Federal (SIF);

Adaptar o método de preparo de amostras para quantificagdo de 4-hidroxiprolina
em produtos carneos utilizando um sistema de digestao assistida por micro-ondas (DAM)
para hidrolise acida, visando reducdo do consumo de reagentes quimicos e aumento da
frequéncia analitica, em concordancia com os principios da Quimica Analitica Verde
(QAV) e comparando a performance do método normalizado AOAC-NMKL com o
método proposto;

Aplicar o novo método em amostras de produtos carneos provenientes de
estabelecimentos inspecionados pelos Servigos de Inspecdo Federal e Estadual (SIF e
SIE, respectivamente);

Avaliar os resultados obtidos em relacio a conformidade das amostras
processadas de acordo com os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade

(RTIQs) dos produtos analisados.
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3 COLAGENO: ESTRUTURA E BIOSSINTESE

A proteina mais abundante no mundo animal ¢ o colageno, contabilizando cerca
de um ter¢o de toda a massa proteica dos animais vertebrados (Gahlawat; Nanda;
Shreiber, 2024; Sun, 2021). O coldgeno ¢ um biopolimero pertencente a uma superfamilia
de proteinas fibrosas que desempenham papel estrutural presentes na matriz extracelular
de animais vertebrados e invertebrados. E comumente encontrado em tecidos como pele
e tenddes e ossos, sendo objeto de investigacdo cientifica ha pelo menos um século
(Kucharz, 1992; Oliveira et al., 2021).

A estrutura do colageno foi proposta inicialmente por Ramachandran e Kartha
(1955) e adaptada por Rich e Crick (1955). Ambos os estudos concluiram que o colageno
possui uma estrutura com trés cadeias torcidas em uma espiral. Até o inicio dos anos 70,
acreditava-se que existia somente um tipo de colageno, o qual era estudado
principalmente a partir de ossos e pele. O estudo de Miller e Matukas (1969) em
cartilagens de galinhas, porém, demonstrou que essa matriz continha dois tipos diferentes
de colageno, apresentando diferentes cadeias-alfa. Com isso, diversos estudos comegaram
a ser desenvolvidos para a identificacdo dos tipos de colageno existentes e suas estruturas.

Até o momento, 29 moléculas de colageno foram identificadas, as quais sdo
numeradas a partir do sistema de numerag¢do romano e listadas & medida em que sdo
estudadas. Essas moléculas sdo classificadas em categorias distintas de acordo com suas
fungdes, disposi¢ao molecular e estruturas (Ding et al., 2024; Gahlawat; Nanda; Shreiber,
2024; Reese-Petersen et al., 2021; Salgado, 2014):

I.  Coléagenos fibrilares — Tipos I, 11, I1I, V, XI, XXIV e XXVII;
II.  Colageno da lamina basal — Tipo IV;
III.  Colagenos com triplas hélices interrompidas associados a colagenos
fibrilares (FACIT) — Tipos IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI, XXVI,
XXII;
IV.  Colagenos formadores de redes — Tipos VIII e X;
V.  Colageno formador de fibrila de ancoragem — Tipo VII;

VI.  Coléagenos formadores de microfibrilas — Tipos VI, XXVIII e XXIX;

VII.  Colégenos transmembranares — Tipos XIII, XVII, XXIII, XXV;

VIII.  Colagenos multiplexina (formadores de endostatina) — Tipos XVIII e
XV.
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Apesar da alta variedade molecular dessa proteina, o coldgeno do tipo I € o mais
amplamente estudado, especialmente devido as suas propriedades mecanicas de formagao
de fibras, as quais fornecem estabilidade mecéanica e dureza aos tecidos conjuntivos
(Ghanaeian; Soheilifard, 2018; Siadat; Ruberti, 2023).

O tecido conjuntivo ¢ composto, de maneira geral, por trés camadas: epimisio, a
camada mais externa e que envolve os musculos; perimisio, a camada que envolve fibras
musculares e o endomisio, a camada mais interna do tecido conjuntivo (Purslow, 2020).
Essas camadas conferem ao tecido conjuntivo papel fundamental tanto no
desenvolvimento quanto no crescimento do tecido muscular, tendo sua quantidade e
distribuicao variadas entre musculos com diferentes fungdes. Os tecidos conjuntivos sao
encontrados em cartilagens, tenddes, ligamentos, pele, tecido adiposo, 0ssos, entre outros,
e sdo compostos por uma mistura de polissacarideos e proteinas estruturais, sendo as
principais a elastina e o coldgeno (Astruc, 2014; Lepetit, 2008; Purslow, 2020; Tang et
al., 2022).

A elastina confere elasticidade, flexibilidade e sustentacao a vasos sanguineos e
orgaos (Kamaruzaman; Yusop, 2021). O principal aminodcido presente nessa proteina ¢
a glicina, representando aproximadamente um terco de sua composi¢do. O restante dos
residuos da elastina ¢ hidrofobico, constituido especialmente por alanina, valina e prolina,
conferindo a elasticidade como a principal caracteristica de suas fibras (Wen; Mithieux;
Weiss, 2020).

O colageno, assim como a elastina, possui a glicina como constituinte de um
tergo de sua molécula. A diferenciacdo entre elas ocorre nos residuos restantes do
colageno, especialmente prolina e 4-hidroxiprolina, dois aminoacidos especificos do
colageno, além de lisina e hidroxilisina, as quais o conferem caracteristicas menos
hidrofébicas em comparagdo a elastina (Ferraro; Anton; Sante-Lhoutellier, 2016).

A familia colagénica ¢ composta por um grupo de macromoléculas que, embora
compartilhem similaridade estrutural, apresentam particularidades quimicas distintas que
conferem especificidade funcional a cada tipo de coldgeno. Todas as moléculas
identificadas at¢é o momento compartilham algumas caracteristicas estruturais
fundamentais, entre as quais se destaca a presen¢a de um ou mais dominios formados por
trés cadeias polipeptidicas (denominadas cadeias-a), torcidas na mesma direcdo e
organizadas de forma paralela, assemelhando-se a uma corda. Essa conformagao resulta

na formacao de uma estrutura em tripla-hélice, estabilizada por ligagdes de hidrogénio e
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interacdes hidrofobicas entre as cadeias (Gahlawat; Nanda; Shreiber, 2024; Kucharz,
1992).

Outra caracteristica comum as moléculas da familia colagénica ¢ a presenga de
repeticdes do residuo de glicina (Gly) na sequéncia padrio Gly-X-Y, em que o
aminoacido na posi¢do X ¢, com frequéncia, a prolina (Pro), e na posi¢do Y, a 4-
hidroxiprolina (L-hidroxiprolina, Hyp) (Bou-Gharios; Abraham; de Crombrugghe, 2019;
Campos et al., 2023). As estruturas quimicas dos principais constituintes da molécula de
colageno sdo apresentadas na Figura 1. Cada uma dessas moléculas ¢ composta por uma
sequéncia de cerca de 1000 aminoacidos (Kucharz, 1992; Wang et al., 2025). Neste
trabalho, a 4-hidroxiprolina serd referida como hidroxiprolina (Hyp), para fins de

padronizagao.

Figura 1 — Estruturas quimicas dos principais constituintes do colageno.
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Fonte: Elaborada pela autora, adaptado de Alam et al. (2022).

A biossintese do colageno ¢ um processo extremamente complexo e que envolve
diversas etapas. Inicialmente, ocorrem a transcri¢do e tradug¢do do gene do coldgeno na
célula, a fim da formagdo do prd-colageno (forma precursora da molécula) (Kaku;
Yamauchi, 2014). Essa etapa ¢ seguida por uma sequéncia de reagdes de hidroxilagdo e
glicosilacdo dos residuos de aminodcidos constituintes do pro-coldgeno (Wang et al.,
2025). A partir da sua formagao, ocorre a associacdo de trés cadeias de pro-colageno,
resultando em uma tripla-hélice helicoidal (Selvaraj et al., 2024). Nessa etapa ¢
fundamental que a hidroxilagao dos residuos de prolina tenham ocorrido com eficiéncia,
uma vez que as moléculas de hidroxiprolina sdo essenciais para a formagao de pontes de
hidrogénio com as moléculas livres de agua, o que auxilia na rigidez e resisténcia da tripla

hélice a tensdes mecanicas e temperatura corporal (Gahlawat; Nanda; Shreiber, 2024).
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O pro-coldgeno € entdo secretado para a matriz extracelular e clivado, formando
o tropocolageno (Tang et al., 2022). E nessa configuragdo que as moléculas se alinham
de maneira organizada e formam fibrilas de colageno, as quais sdo estabilizadas por
ligacdes covalentes e se organizam em feixes paralelos que sdo unidos por forgas de
interagdo intermoleculares, resultando, finalmente, na fibra de coldgeno (Sionkowska,

2021). Um breve esquema da formacgao da fibra de colageno ¢ apresentado na Figura 2.

Figura 2 — Estrutura da fibra de colageno.
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Fonte: Elaborada pela autora, adaptado de Alam et al. (2022).

A proteina colagénica pode ser apresentada de diferentes maneiras, incluindo suas
formas de peptideos e gelatina. A gelatina ¢ um produto da desnaturacdo parcial do
colageno por hidrolise controlada acida (gelatina tipo A) ou alcalina (gelatina tipo B)
(Iahnke et al., 2019; Vargas et al., 2022). A conversao de colageno em gelatina ocorre
quando o colageno solubilizado ¢ submetido a tratamentos térmicos que desestabilizam
as triplas-hélices e as convertem em outra estrutura (espiral), resultando na gelatina
soluvel. A gelatina possui propriedades gelificantes termo reversiveis, onde o processo
de gelificagao ocorre quando ela sofre reducao de temperatura em solugdes abaixo de 30
°C, e o derretimento desses géis ocorre com o aumento da temperatura (Gomez-Guillen
et al., 2011). Na industria de alimentos, a gelatina ¢ utilizada como estabilizante e
intensificador de consisténcia em espumas, géis e emulsdes, além de suas propriedades
que favorecem alteracdes de textura, sabor e cor (Irastorza et al., 2021).

Ja os peptideos de colageno, também chamado de coldgeno hidrolisado, sdo

produtos da hidrolise do coldgeno nativo ou da gelatina, resultando em fragmentos
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proteicos de baixo peso molecular que sdo altamente soliiveis e possuem propriedades
emulsificantes (Hajj et al., 2024; Tawalbeh et al., 2025). Na industria de alimentos,
possuem diversas aplicagdes, como substituintes em produtos carneos com baixo teor de
gordura, emulsificantes e antioxidantes, clarificante para bebidas, prolongadores de vida

de prateleira de emulsdes, entre outros (Tang et al., 2022).
3.1.  APLICACOES DO COLAGENO

O colageno do tipo I ¢ o mais abundante nos mamiferos e amplamente estudado
devido as suas propriedades de formagdo de fibrilas e aplicagdes biomédicas. Ele estéa
presente na composicao da derme, tenddes, ossos, globo ocular, dentre outros, e pode ser
extraido de diversas fontes, incluindo animais marinhos (pele, espinhas, escamas e
bexigas natatorias de peixes), mamiferos (tenddo de cavalos e da cauda de ratos e
cangurus, pele de ovelhas, bovinos e suinos), passaros (pés de galinhas e patos), anfibios
(ossos e pele de sapos), dentre outros (Alam et al., 2022; Sionkowska, 2021; Tong et al.,
2025). A importancia do coldgeno na satide e bem-estar ¢ amplamente reconhecida, sendo
uma das principais proteinas utilizadas em suplementos cosméticos e alimentares (Alam
et al., 2022).

Na industria farmacéutica e cosmética, o coldgeno ¢ muito utilizado por conta
de sua solubilidade, propriedades emulsificantes, espumantes (Salim et al., 2024) e de
cicatrizagdo de feridas, biocompatibilidade e biodegradabilidade (Sowbhagya et al.,
2024), baixa alergenicidade (Hajj et al., 2024), dentre outras caracteristicas que essa
proteina possui. Sua utilizagdo nessas areas esta bastante presente nos campos de
preenchimentos faciais, hidratagdo, mecanismos antienvelhecimento, antioxidantes e
anti-inflamatérios, bem como na recuperacdo de queimaduras, acidentes e traumas
através de seu uso como pele artificial (Irastorza et al., 2021).

Sua aplicabilidade também ¢ vasta na industria de alimentos, onde pode ser
utilizado como aditivo alimentar devido as suas propriedades funcionais, tais como:
capacidade de absorcao de agua, emulsificante, estabilizante, espessante e de formagao
de géis (Ahmad et al., 2024; Alexandretti et al., 2019). Em produtos lacteos, por exemplo,
o colageno na forma de gelatina pode ser utilizado com a finalidade de melhorar a
viscosidade, consisténcia e retengdo de agua do iogurte (Yin et al., 2021), além de

estabilizar espumas na fabricac¢do de sorvetes (Damodaran; Wang, 2017).
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Em produtos de panificagdo e confeitaria, a gelatina ¢ utilizada na melhora de
estrutura e textura, bem como no aumento do tempo de conservacao de paes (Ahmad et
al., 2024) e textura de balas de goma. Além disso, tanto o coldgeno quanto a gelatina sdo
muito utilizados como involucro em produtos carneos e queijos, auxiliando na
preservagao desses produtos através da formagdo de uma barreira contra oxigénio e

vapores (Tang et al., 2022).
3.2.  COLAGENO EM PRODUTOS CARNEOS

O colageno extraido de fontes animais ¢ amplamente utilizado na industria de
produtos carneos devido as suas propriedades emulsificantes, gelificantes e estabilizantes,
que contribuem para a textura, consisténcia e estabilidade dos alimentos. Nessas
formulagdes, pode ser incorporado de diferentes maneiras e a partir de diversas matérias-
primas, conforme a finalidade tecnoldgica e o tipo de produto elaborado.

O colageno de animais de abate pode ser utilizado na fabrica¢do de invdlucros
de salsichas (Suurs et al., 2023a, 2023b), a fim de bloquear o contato direto do oxigénio
com o produto (Tang et al., 2022). Outras aplicagdes incluem o uso de colageno de fontes
marinhas como aditivo alimentar, melhorando as propriedades de retencao de agua, cor e
textura em salsichas (Jridi et al., 2015). O colageno extraido de suinos pode agir como
substituinte parcial de gordura em salsichas (Hjelm et al., 2019) e hamburgueres
(utilizando gelatina extraida de pele bovina), diminuindo perda de cozimento e
aumentando a vida de prateleira dos produtos (Gao et al., 2022). Ja a fibra de coldgeno
bovino e o coldgeno bovino em p6 podem ser utilizados como uma alternativa de baixo
custo para o aumento da capacidade de retencdo de dgua e rendimento do cozimento de
hambtrgueres de carnes de frango e porco (Alexandretti et al., 2019).

Apesar de atuar com consideravel relevincia em relacdo a melhoria de
desempenho e conservagdo de produtos carneos, a presenca da proteina colagénica em
alguns produtos também pode indicar ocorréncia de adultera¢do. Carnes com quantidades
elevadas de tecido conjuntivo e consequentemente com alto teor colagénico sdo
consideradas de baixa qualidade, por conta do seu inferior valor de mercado. A qualidade
da carne desses animais esta intrinsecamente relacionada a quantidade e composi¢do do
tecido conjuntivo que essa possui, afetando principalmente fatores como retengdo de agua

e textura (Astruc, 2014).
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Dessa forma, o teor de coldgeno atua como indicador da qualidade da matéria-
prima utilizada na produ¢do de carnes e produtos carneos (Anzani et al., 2020; Messia et
al., 2008). Nao ¢ incomum a pratica de substitui¢do de uma espécie por outra, visando
maior lucro e menores despesas. Além disso, o colageno pode ser utilizado como
substituinte de tecidos em embutidos emulsionados com a finalidade de aumentar o seu
teor proteico, pratica considerada adulteracdo, devido ao menor valor nutricional do
colageno (Anzani et al., 2020; Ballin, 2010).

Considerando esses fatores, a determinacdo do teor colagénico em carnes e
produtos carneos apresenta grande importancia. Para o controle de adulteragdes desse
cunho, a legislacao brasileira tem estabelecido limites méximos de colageno permitidos

na elaboragdo de produtos carneos.
4 LEGISLACAO BRASILEIRA

Alguns produtos carneos, como os embutidos cozidos, podem ser elaborados a
partir de carne mecanicamente separada, aparas e retalhos provenientes do processo de
desossa. Esses produtos apresentam um elevado teor de proteinas pertencentes ao tecido
conjuntivo colagenoso, de baixo valor nutricional, por serem pobres em lisina, triptofano
e outros aminodcidos sulfurados (Messia et al., 2008).

A legislacdo brasileira estabelece limites regulatorios (LRs) para o uso de
aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia na elaboragdo de produtos carneos,
visando a garantia da qualidade alimentar e seguran¢a da populacdo consumidora desses
produtos. O Ministério da Agricultura e Pecudria (MAPA), orgdo responsavel pela
fiscalizacdo e implementacdo de Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade
(RTIQs) de produtos de origem animal, estabelece LRs méximos de colageno em
determinados produtos (Quadro 1).

Quadro 1 — Definicao e limites regulatorios de produtos carneos com Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade (RTIQ) estabelecido para analise de colageno.

Limite regulatoério para

Produto Definicao .
colageno

Produto carneo originado de recortes e cortes de
musculos suinos transformados em massa, com

Apresuntado - . . . 25%
adi¢do de condimentos e outros ingredientes e

submetido a processamento térmico (Brasil, 2022a).

Produto carneo obtido a partir da carne de uma ou
mais espécies animais, contendo ou ndo mitudos e
Fiambre outras partes comestiveis, com adicdo de 25%
condimentos e outros ingredientes e submetido a
processamento térmico (Brasil, 2022b).
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Limite regulatério para

Produto Definicao .
colageno
Aves/Coelhos: 8%
Bovinos: 20%
Produto carneo originado a partir da carne moida de
animais de agougue, possuindo opcionalmente Aves/Coelhos (sem adi¢ao
Hamburguer tecido adiposo e outros ingredientes, apresentado em  de proteinas ndo-carneas):
forma oval ou de disco e comercializado cru, cozido, 10%
congelado ou resfriado (Brasil, 2022c¢).
Demais espécies (sem
adicdo de proteinas ndo-
carneas): 25%
Presunto cozido, presunto cozido superior € presunto
cozido tenr9 sdo produtos carneos fabrlcados a partir Suinos: 25%
de cortes integros de pernil suino, podendo ser
curados, cozidos, opcionalmente desossados e
Presunto defumados, com adigdo de ingredientes e aditivos. O

presunto cozido de aves € obtido estritamente a partir
dos membros posteriores de aves desossadas,
moidos ou ndo e com adigdo de outros ingredientes
(Brasil, 2023).

Fonte: Elaborada pela autora. Dados retirados de: Brasil (2022b, 2022a, 2022¢, 2023).

Aves: 10%

Em todos os produtos carneos com LRs de colageno estabelecidos pelos RTIQs
deve ser quantificado o teor de tecido conjuntivo colagenoso (TCC) com base no teor
total de proteina dos produtos. Essa quantificagdo ¢ realizada através da determinagdo da
hidroxiprolina (Hyp), um aminoacido que se apresenta quase que exclusivamente no
colageno, sendo, portanto, considerado o principal marcador para a determinagao dessa
proteina em tecidos e alimentos. Um resultado de andlise de colageno ¢ obtido
multiplicando-se a concentra¢do de Hyp por oito, considerando que o tecido conjuntivo
colagenoso contém 12,5% de Hyp, se o fator de conversdo nitrogénio—proteina for 6,25
(Messia et al., 2008; Oliveira et al., 2021). A seguir, sao apresentadas diferentes

abordagens para a determinacao de hidroxiprolina em produtos carneos.
5 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE COLAGENO

A quantifica¢do de Hyp como marcador de coldgeno em produtos carneos ¢ um
procedimento consolidado na literatura, sendo realizada comumente por meio do método
normalizado da AOAC International n°® 990.26, desenvolvido em estudo colaborativo
conduzido pelo Nordic-Baltic Committee on Food Analysis (NMKL) com o método
NMKL 127, que emprega hidrolise acida seguida de complexagdo e determinagdo por

espectrofotometria de absor¢dao molecular na regido Ultravioleta-Visivel (UV-Vis).
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5.1. METODO AOAC-NMKL

No procedimento de preparo das amostras do método normalizado AOAC-
NMKL as amostras sdo submetidas a hidrolise em estufa com acido sulftrico 3,5 mol L~
por 16 h. Decorrido esse tempo, o hidrolisado resultante passa por uma série de diluicdes
para a obtencdo do extrato de leitura, o qual é oxidado pela a¢do de uma solugdo
tamponada a base de cloramina-T e posteriormente complexada com uma solucao
reagente de cor (4-dimetilaminobenzaldeido, DMAB). Em seguida, os tubos sdo
submetidos a um banho-maria para a formacdo do croméforo que, por fim, tem a

absorbancia medida em espectrofotometro UV-Vis a 558 + 2 nm.
5.1.1. Hidrolise e obtencao do extrato de leitura

A hidrolise acida ¢ estabelecida a fim de que ocorra a protonacao dos atomos
que compde as ligagdes peptidicas da proteina colagénica. Apds a protonagao, o carbono
da ligacdo peptidica sofre um ataque nucleofilico da dgua, resultando na clivagem da
ligagdo e liberagao de aminoacidos constituintes da proteina (Nelson; Cox, 2009). Esse
processo ¢ repetido em todas as ligagdes peptidicas do colageno, até que a molécula seja
totalmente quebrada e convertida em seus aminodacidos livres.

A utilizagdo do 4cido sulftrico para a hidrdlise da molécula de coldgeno ¢
interessante por conta de sua viscosidade, a qual potencializa a eficiéncia térmica da
hidrélise que, por sua vez, acelera o processo rompimento das ligagdes de hidrogénio e
interacoes hidrofobicas do colageno, tornando-o soluvel (Yan et al., 2022). O tempo
prolongado de hidrolise (16 h), garante que a maior parte das ligagdes peptidicas sejam
quebradas, degradando totalmente o colageno em seus aminodacidos livres, especialmente
a Hyp, que ¢ particularmente resistente a degradacao total do coldgeno, diferente dos
outros aminoacidos constituintes dessa proteina. Por essa razdo, ela ¢ tida como marcador
quimico do colageno. A solucdo resultante da hidrolise € extremamente acida (pH ~ 0-1)
e turva (Figura 3) e contém residuos organicos e particulas suspensas, sendo necessarias

subsequentes filtracdo e diluicdo do extrato.
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Figura 3 — Solugio resultante da hidrélise com H>SO4 3,5 mol L™ por 16 h para analise de colageno em produtos
carneos.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.2. Complexacio

Apos a obtengao do extrato, ¢ necessaria sua neutralizagdo, a fim de que as
reagdes com o reagente DMAB ocorram de forma eficiente. Essas reagdes dependem de
pH levemente acido, aproximadamente 6,0, o qual € obtido com a oxidagdo do extrato
utilizando uma solugdo de cloramina-T, também chamada de reagente oxidante. Essa
solucdo ¢ preparada a partir da diluicao da cloramina-T em um tampao preparado a base
de acetato de sodio, 4cido citrico, hidroxido de sédio e propanol. E muito importante que
o pH dessa solucdo seja controlado, uma vez que em pH mais acido a cloramina-T ¢
instavel e em pH basico ela ndo reage apropriadamente com a hidroxiprolina (Stegemann;
Stalder, 1967).

A solucao de cloramina-T possui a fungdo de oxidar o grupo alcoodlico da Hyp,
e apos ser adicionada ao extrato obtido da hidrolise deve ficar em repouso por 20 minutos.
Caso esse tempo ndo seja atendido, a formagdo do complexo final pode ndo ocorrer
adequadamente ou, ainda, ser degradado (Reddy; Enwemeka, 1996). A cloramina-T
oxida a Hyp e transforma o seu grupo hidroxila em um aldeido, possuindo como produto
final um pirrol (Hofman et al., 2011).

J4 0 DMAB, também conhecido por reagente de Ehrlich, ¢ preparado em meio
acido, usualmente diluindo acido perclérico em isopropanol. E esse composto quem reage

com o pirrol derivado da oxidacdo da hidroxiprolina, formando um complexo colorido,
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geralmente rosa ou vermelho, que absorve luz visivel (Cissell et al., 2017). Esse complexo
¢ entdo quantificado por espectrofotometria a 558 nm e sua intensidade ¢ proporcional a
concentragdo de hidroxiprolina presente na amostra, sendo posteriormente convertida em
colageno. A principal desvantagem do método AOAC-NMKL refere-se ao tempo
demasiadamente prolongado para a etapa de hidrdlise. Por esse fator, algumas técnicas
alternativas tém sido desenvolvidas para a quantificagdo de Hyp em carnes e produtos

carneos, visando menor tempo requerido para o preparo de amostras.

5.2. TECNICAS PARA DETERMINACAO DE COLAGENO EM PRODUTOS
CARNEOS

Devido ao longo tempo de andlise demandado pelo método oficial AOAC-
NMKL, diversas modificagdes nas etapas de preparo de amostra e quantificacdo de
hidroxiprolina tém sido propostas. Abordagens analiticas alternativas para determinagao
de colageno em produtos de origem animal, incluindo informag¢des de matriz, quantidade
de amostra, tipo de hidrolise, métodos de preparo, métodos analiticos, teor de Hyp e/ou

colageno e parametros de desempenho sdo apresentadas com detalhes na Tabela 1.
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Tabela 1 — Métodos analiticos para determinacdo de colageno em carnes e produtos carneos, incluindo informagdes de matriz, quantidade de amostra, tipo de hidrélise, métodos de preparo,
métodos analiticos, teor de hidroxiprolina e/ou coladgeno e parimetros de desempenho.

Matriz Hidroxiprolina Colageno Parametros de
(quantidade Hidrolise Método de preparo Método analitico P 1 & 1 Referéncia
de amostra) (g100g) (g100 ¢ desempenho
HPAEC-PAD + Sistema .
Dionex Base umida
Mortadela Digestio 4cida (8 mL Filtracdo do hidrolisado, seguido
£ 1 de evaporagdo e subsequente , Mortadela: Mortadela: - .
de HCl 6 mol L7) . ~ Coluna cromatografica: Taxa de recuperacio: (Messia et al.,
Salame L . redissolu¢do do extrato seco em . 0,26 2,07 o
assistida por micro- 1 3t Aminopac PA10 (250 x 2 mm) 97 - 104% 2008)
. HC1 0,1 mol L, diluigdo e nova ., .
ondas, por 6 min. % Fase moével: H,O + Hidroxido
(0,25 g) filtrag@o. 4 1 Salame: Salame:
de sodio (250 mmol L) + 0.23 187
Acetato de s6dio (1 mol L) ’ ’
Resfriamento seguido de LC-MS/MS
Hidrolise 4cida. com centrifugagdo (14.000 rpm, 1 LD:
Musculo ’ . min). Liofilizagdo de 100 uL. do Coluna cromatografica: Base umida i .
. 2 mL de HCI 6 mol L } . o . 4,88 nmol L (Colgrave;
ovino I sob fluxo  de extrato obtido e posterior Zorbax SB-Aq ) (75% umidade) Allingham:
nitrosénio a  110°C reconstituicdo em 1 mL de acido Fase moével A: Acido formico Taxa de recuperacio: Jonesg2008’)
(3,00 g) Overfl. y formico (0,1%). Adicio de 50 (0,1%) 0,406 00 1og<y gao: :
gt pL de padrdo interno e 50 pL de Fase moével B: Acido férmico ’
acido formico (0,1%) (0,1%) em 90% de ACN.
Proteina
(g100¢g™")
Chouri¢o AJu ste d’e pH d~0 hidrolisado MEKC-DAD Chourico Chourico
. acido (pos-filtragdo) para 10,0 . .
mexicano com NaOH 4 mol L. Adicdo de mexicano: mexicano:
Método AOAC- . Capilar de silica: 0,18 11,17
. . 0,5 mL dessa solugao + 0,5 mL
Salsicha tipo NMKL de tetraborato de sédio 0.1 mol 50 mm x 50 cm Hvo: (Mazorra-
Frankfurter (30 mL de H,SO4 7 L Diluicio da amostra e,a'uste Injecdo: 0,5 psi (10 5s) Salsicha tipo Salsicha tipo LQ: 0 O7y p.l 00 o-! Manzano et al.,
mol L' em estufa por de. o afa 9.5 seouida de il ova Separacéo: 12 kV, 33 °C Frankfurter: Frankfurter: PVl & 2012)
Presunto 16 ha 105 °C) ﬁltfa ;:) o ’de;rivftiza 3o com Tampao: tetraborato de sodio 0,15 12,88
ﬂuorgscamina Eva oril do por (pH 9,3) + SDS (100 mmol L")
“4g - Svaporagao p Comprimento de onda: 214 nm Presunto: Presunto:
concentrador a vacuo. 0.10 716
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Matriz Hidroxiprolina Colageno Parametros de
(quantidade Hidrdlise Método de preparo Método analitico p 1 g 1 Referéncia
(g100g) (g100¢g™h) desempenho
de amostra)
Cémara de hidrolise + Passagem do hidrolisado a uma .
. . ~ . N ~ . Espectrofotometria
Salsicha tipo  solucdo solubilizante camara de detecgdo, seguida de UV-Vis
Viena (dodecilsulfato de oxidagdo pela cloramina-T ¢ 0.166 — 0.485 ) LD: (Belloni et al.,
soédio, NaOH e H,O) adigdo do reagente de cor. . ’ ’ 0,12 pg mL! 2012)
’ . ~ . Comprimento de onda:
(-) durante 15 min a 0,6 Solucdo resultante mantida na 560 nm
bare 115 °C. camara por 20 min a 60 °C.
Figado de (mg g de LD:
suino Hidrolisado alcalino acidificado tecido) 003 ug.mL'l
_ -1 ,
(0,01-0,02 Autoclavagem por 40 co'm'O,NS mL HZSP 43,5 mo} L ) Espectrofotometria UV-Vis , , (Da Silva;
g) . Dilui¢do em baldo volumétrico Figado de suino: A
min com 0,5 mL de , LQ: Spinelli;
. NaOH (7 mol L!) a de .10 mL com agua ultrgp urd. Comprimento de onda: ) 8,27 0,11 ug mL? Rodrigues
Salsicha de o Adigdo de 4,5 mL cloramina-T. ) 1L HE ’
. 120 °C. ~ . s - . 2015)
suino Reacdo apds adigdo do reagente Salsicha de .
(0,003 — de cor por 15 min a 65 °C. suino: Taxa de recupfraq,ao.
0,007 g) 13,76 95 - 100%
HPLC-FLD
Dilui¢do 1:100 do hidrolisado Coluna cromatografica:
com 4 mL de AABA 2,5 mmol Waters AccQ fase reversa (3,9 x
L' e 4gua ultrapura. Filtragdo de 150 mm, 4 um, 60 A) LD:
2 mL do hidrolisado diluido com Fase mével A: AccQ Tag™ 2,017 ng uL™!
Carne de Incubagdo a 110 °C filtro de seringa PTFE (0,45 pm) Eluent A (1:10)
camelo por24hcom 5SmL de em microtubo. Para Fase mével B: ACN 100% 0,51 ) LQ: (Yuswan et al.,
HCl 6 mol L' em derivatizacio, mistura de 10 uL  Fase mével C: H,O 100% <LDeL 6,722 ng pL! 2021
5 gy
0,2 g estufa. do filtrado com 70 pL de tampao Comprimento de onda de

borato. Agitacdo imediata por 5
s. Derivatizagdo da mistura com
adicdo de 20 pL do reagente
AccQ-Fluor™ e nova agitagio.

excitacdo: 250 nm
Comprimento de onda de
deteccio: 395 nm

Taxa de recuperacio:
85-99%
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Matriz Hidroxiprolina Colageno Parametros de
(quantidade Hidrolise Método de preparo Método analitico P 1 & 1 Referéncia
de amostra) (g100g) (g100¢g™h) desempenho
Calabresa: Calabresa:
0,17-0,28 1,34 -2,27
Paio
Diluigio do hidrolisado em balio Fiambre: Fiambre:
Calabresa o . 0,16 1,25
volumétrico de 10 mL agua
Salsicha tipo Elitrnfg)g: do extrato: CD-EKC-DAD Mortadela tipo Mortadela tipo Hyp:
i ’ : : LD: 1,48 Lt
Bribwurst -y etodo AOAC-  transferéncia de 200 uL do Capilar de silica: 56 cm x 75 OBl‘;l‘iggaz'g 1]%061(1‘%; 5 LQ: 4,70 22 L
Salsicha fino NMKL, com hidrolisado para microtubos de pm D.I x 375 um D.E. ’ ’ ’ ’ n
Frankfurtgr adaptagdes: polipropileno de 2 mL contendo  Injegdo: 50 mbar (15 s) Paio: Paio: Colageno: (Alves et al
Hidrolise acida (7,5 carbonato de estréncio (105 mg). Separacdo: 30 kV, 12,5 °C 0 18. 1 43' LD: 0 06g 10(') 4 2023) N
Mortadela mL de H2SO4 3,5 mol  Adicio de padrio interno e Tampdo: Histidina (25 mmol L ’ ’ Y & g_l
tino Boloena L") em estufa a 105 butilamina (100 mg L' e 0,1 mol '), butilamina (180 mmol L, Paté: Paté: 1Q:0,16g100¢
p g °C por 16 h. L-!, respectivamente, em volume pka 10,8) e B-ciclodextrina (10 0 05' 0 43' -
Paté total de 1 mL). Centrifugagdo a mmol L}, pH 11,4). ’ ’ Taxa de recu;;erag:ao.
14100 g por 3 min. Comprimento de onda: 220 nm Salsi . . . 88 -97%
. alsicha tipo Salsicha tipo
. Sobrenadante  submetido a . .
Fiambre i CE Briithwurst: Briithwurst:
analise por C.E. 0.36 2.87
(1,00 g) Salsicha tipo Salsicha tipo
Frankfurter: Frankfurter:
0,41 3,31

AABA: Acido a-aminobutirico. ACN: Acetonitrila. AOAC-NMKL: Método normalizado da Association of Official Analytical Collaboration (AOAC) International e Nordic-Baltic Committee on
Food Analysis (NMKL). CD-EKC-DAD: Cromatografia eletrocinética assistida por ciclodextrina e detec¢do de arranjo de diodos. C.E.: Eletroforese capilar. D.E.: Didmetro externo. D.I.: Didmetro
interno. HPAEC-PAD: Cromatografia de troca anidnica de alto desempenho e deteccdo amperométrica pulsada. HPLC-FLD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecg@o por fluorescéncia.
Hyp: Hidroxiprolina. LC-MS/MS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. LD: Limite de deteccdo. LQ: Limite de quantificagdo. MEKC-DAD: Cromatografia eletrocinética micelar
com detecgdo de arranjo de diodos. PTFE: Politetrafluoretileno. SDS: Dodecil sulfato de sodio. UV-Vis: Ultravioleta visivel. - : Pardmetro ndo informado.
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Apesar da variedade de métodos de preparo e técnicas analiticas de quantificacdo
do analito em amostras de origem animal, a maioria dos estudos abordam etapas em
comum, como a hidrolise para obtengdo da Hyp. Para a obtengao do aminoacido livre de
hidroxiprolina, alguns estudos utilizaram HC1 6 mol L™ na hidrélise, com essa etapa sendo
conduzida de diferentes maneiras, sob fluxos de nitrogénio a 110 °C overnight (Colgrave;
Allingham; Jones, 2008), digestao assistida por micro-ondas a 155 °C por 6 min (Messia
et al., 2008) e incubacao em estufa a 110 °C por 24 h (Yuswan et al., 2021). Ja Belloni et
al. (2012) e Da Silva; Spinelli e Rodrigues (2015) realizaram hidrolise alcalina com
NaOH, e Alves et al. (2023) e Mazorra-Manzano et al. (2012) conduziram a hidrolise de
acordo com o método oficial AOAC-NMKL, utilizando H»SO4 3,5 mol L' com
modificagdes nas etapas seguintes.

Posteriormente a hidrolise, a maioria dos estudos procederam etapas de diluigdo,
ou ajuste de pH seguido de dilui¢do, dos hidrolisados, exceto Belloni et al. (2012), o qual
conduziu o hidrolisado diretamente para uma camara de detecgao feita em laboratoério,
Colgrave; Allingham e Jones (2008), que liofilizaram o extrato obtido e o reconstituiram
em acido férmico, seguindo com quantificagdo por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS) e Messia et al. (2008), que procederam a filtragao
do hidrolisado, seguida de evaporagao e subsequente redissolugdo do extrato seco em HCI
0,1 mol L, diluicdo e nova filtragdo, com quantificagdo por cromatografia de troca
anionica de alto desempenho e detec¢do amperométrica pulsada (HPAEC-PAD).

Para os demais estudos, as etapas de diluigdo e filtragdo dos hidrolisados e de
quantificagdo de hidroxiprolina tiveram suas particularidades. Yuswan et al. (2021)
prosseguiu com adi¢do de reagentes de derivatizacdo e tampao borato ao filtrado e
subsequente quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por
fluorescéncia (HPLC-FLD). Ja Da Silva; Spinelli ¢ Rodrigues (2015), apds hidrélise
alcalina por autoclavagem, acidificaram o hidrolisado com H2SO4 3,5 mol L™, seguindo
com dilui¢do do extrato e rea¢des de oxidagdo e complexacao e subsequente quantificagao
realizadas de acordo com o método oficial, com pequenas modificagoes.

Dos estudos que seguiram a abertura de amostras com base na hidrdlise
tradicional implementada no método AOAC-NMKL, Alves et al. (2023) realizaram
limpeza do hidrolisado diluido com carbonato de estroncio e adi¢cdo de padrdo interno e
butilamina para subsequente quantificacdo por cromatografia eletrocinética assistida por
ciclodextrina e detec¢do de arranjo de diodos (CD-EKC-DAD). J& Mazorra-Manzano et

al. (2012) procederam com ajuste de pH do hidrolisado filtrado e derivatizagao do extrato
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com fluorescamina, seguida de evaporagdo em concentrador a vacuo. A quantificagdo foi
realizada por cromatografia eletrocinética micelar com detec¢ao de arranjo de diodos
(MEKC-DAD).

Embora técnicas analiticas como as de separacdo (cromatografia liquida e
eletroforese capilar) também estejam sendo utilizadas para a quantificacdo de colageno
em carnes e produtos carneos, a espectrofotometria UV-Vis ainda ¢ uma das técnicas
analiticas mais amplamente utilizadas para a determinacdo quantitativa de proteinas,
aminoacidos e outros compostos em solu¢cdo, a qual ocorre através da medi¢do da
absorc¢ao de luz em comprimentos de onda especificos. Combinando precisdo, velocidade
e facilidade de uso, além de possuir baixos custos de aquisi¢do e manutencgdo, ela ¢
adequada para diversas aplicagdes (Abadi et al., 2012; Cerda; Phansi; Ferreira, 2022). Por
esse motivo, essa técnica tem sido amplamente utilizada na quantificagdo de
macromoléculas, tais como o coladgeno.

No entanto, o procedimento de hidrélise empregado no método oficial para
quantificagdo de hidroxiprolina ¢ uma etapa morosa, conforme constatado pelos estudos
previamente apresentados. Ainda que existam propostas de simplificagdo desse
protocolo, muitas delas envolvem multiplas etapas e o uso de diversos reagentes, o que
pode comprometer sua aplicabilidade em rotinas analiticas. Nesse contexto, torna-se
vidvel a busca por estratégias de otimizagao do tempo de hidrélise, com a adogao de
abordagens que empreguem menor quantidade de reagentes e que permitam a

quantifica¢do por espectrofotometria UV-Vis de forma mais eficiente e acessivel.
5.3. HIDROLISE ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS

Apesar do método oficial AOAC-NMKL para a determinacdo de Hyp possuir
baixo custo e facil realizagdo, ainda envolve etapas laboriosas, que demandam um tempo
excessivo e geram elevada quantidade de residuos quimicos. A luz das tendéncias atuais
que buscam métodos quimico-analiticos mais verdes, que visam essencialmente reduzir
o consumo de reagentes e o uso de substancias toxicas, existe potencial para explorar
novos métodos de preparagdo que podem simplificar a aplicacio do processo de
determina¢do da Hyp em produtos carneos.

Uma possivel alternativa inclui o uso de digestdo assistida por micro-ondas
(DAM), abordagem que oferece diversas vantagens, entre elas a redu¢cdo do consumo de

volume de reagentes e de amostras, € miniaturizagao de técnicas. Além disso, esse sistema
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¢ passivel de executar a hidrolise mais rapidamente do que outros métodos presentes na
literatura (Alves et al., 2023; Colgrave; Allingham; Jones, 2008; Da Silva; Spinelli;
Rodrigues, 2015; Mazorra-Manzano et al., 2012; Yuswan et al., 2021).

A DAM garante a digestao completa e homogénea de amostras, fazendo uso de
temperaturas elevadas. O uso da energia de radiacdo eletromagnética do micro-ondas
pode ser empregado em analises de ragdes, plantas, proteinas e peptideos, entre diversas
outras aplicagdes (Messia et al., 2008; Wang et al., 2022; Weber, 2022). A funcionalidade
desse sistema ¢ obtida com o uso de rotores de reagdo robustos, os quais acomodam vasos
de politetrafluoretileno (PTFE) selados, promovendo uma digestao precisa em cada vaso
de reagdo, independentemente de sua posi¢ao no rotor. Sua maior vantagem se concentra
na combinagdo de elevadas temperaturas em vasos altamente resistentes a pressdo,
garantindo a hidrélise de diversos tipos de matrizes em um curto tempo de reacao (Weber,
2022).

A radiacao de micro-ondas permite que as amostras absorvam a energia € a
convertam em calor, gerando o aumento de temperatura no vaso de reagdo. Esse
aquecimento ocorre a nivel molecular, uma vez que as interagdes intermoleculares entre
solvente e amostra resultam em colisdes, causando uma liberacdo de energia térmica e
aquecendo rapidamente o meio (Messia et al., 2008; Wang et al., 2022). A partir do rapido
aumento de pressao e temperatura, a estrutura celular da amostra ¢ alterada, permitindo
uma melhor mistura entre o solvente e a matriz.

O uso de micro-ondas para promover a hidrdlise pode ser vantajoso quando
comparado a outros métodos tradicionais, como a hidrolise 4cida em banho-maria ou
estufa, por sua rapidez e eficiéncia. Além disso, por ser um sistema fechado, permite uma
hidrolise mais controlada, com menor variacao de temperatura e pressao, fazendo uso de
menores volumes de &cidos. Por essas caracteristicas, a extragdo assistida por micro-
ondas ¢ uma abordagem extremamente eficiente, pois, por meio de um sistema
automatizado, € capaz de fornecer alto rendimento de extragdo em um reduzido periodo
de tempo, além de baixo consumo de solventes (Mora; Toldra, 2023; Moreda-Pifieiro et
al., 2018).

Por sua versatilidade, a DAM pode ser utilizada para analises de diferentes tipos
de matrizes orgénicas e inorganicas. Bitencourt et al. (2023) analisaram nanotubos de
carbono utilizando DAM para determinacao de contaminantes e residuos de catalisadores
metalicos. Seu uso também pode ser empregado na hidrélise de queratina em liquidos

ionicos (Li et al., 2021) e na determinagdo de metais pesados em cinzas volantes de
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incineracao de residuos sélidos urbanos (Han et al., 2021), demonstrando uma grande

flexibilidade de uso dessa ferramenta.

5.3.1. Uso e vantagens da digestao assistida por micro-ondas na analise de

alimentos

A indutstria de alimentos também tem utilizado a versatilidade da digestdo
assistida por micro-ondas para diversas determinagdes em diferentes matrizes
alimenticias. Weber (2022) realizou a determinacao de diversos aminoécidos utilizando
hidrélise acida assistida por micro-ondas em amostras de alimentos em pd ricos em
proteina (férmula infantil, colageno e suplementos) e ragdes para suinos e aves. Outros
estudos determinaram aminoacidos por diferentes métodos analiticos utilizando a DAM
para hidrélise em matrizes complexas como polen apicola (Themelis et al., 2019),
levedura enriquecida com selénio (Zhang; Yang; Mester, 2012), farinha de trigo (Kabaha
etal., 2011) e folhas de amoreira (Wang et al., 2022).

O uso da DAM ¢ também comumente empregado na determinagdo de minerais
e contaminantes em uma grande variedade de matrizes. Muller et al. (2017) realizaram a
determina¢do multiclementar em amostras comerciais de mel e farinhas de mandioca,
milho, batata e trigo. Matrizes como arroz branco e integral (Lee; Park; Lee, 2023), trigo
(Cerveira et al., 2020) e leite integral, desnatado e organico (Lee et al., 2022) também
foram digeridas por esse sistema para determina¢ao multielementar. Min Lao et al. (2023)
determinaram metais pesados através da digestdo acida de amostras de peixe de agua
doce, camarao, caranguejo ¢ moluscos bivalves. Cerqueira da Silva et al. (2021) também
utilizaram DAM para a analise de refrigerantes, sucos e bebidas energéticas a base de
guarand para determinar cafeina e catequina, além do perfil de minerais. Outros trabalhos
empregaram o uso desse equipamento para determinagao multielementar em suplementos
esportivos (Pereira et al., 2019).

Além da determina¢do multielementar e de aminoacidos, o micro-ondas pode
ser empregado na digestdo (Mary Leema; Persia Jothy; Dharani, 2022) e hidrélise (Tong
et al., 2021) de algas; hidrolise de celulose e producao de bioetanol a partir de biomassa
lignoceluldsica (Mikulski; Ktosowski, 2023); despolimerizagdo alcalina da lignina (Shao
et al., 2018); protedlise de farinha de chia (Urbizo-Reyes et al., 2019); extrag¢do proteica

alcalina de graos cervejeiros, borra de café e talos de couve (Barrios et al., 2022); hidrolise
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alcalina para isolamento de celulose em palha de trigo (Liu et al., 2021); hidrolise acida
em leite para determinagdo de furosina (Wang et al., 2020); entre outros.

A principal vantagem da utilizagdo da hidrolise assistida por micro-ondas se
encontra na combinagdo de altas temperaturas e pressdo, possibilitando, a partir da alta
versatilidade de aplicagdo na digestao de variados tipos de matrizes, a sua utilizacdo como
ferramenta de adaptacdo da etapa de hidrolise acida para a determinacao de Hyp em
carnes e produtos carneos para subsequente quantificagdo por espectrofotometria UV-
Vis.

O uso desse sistema apresenta-se como uma alternativa rapida e eficiente em
relagdo as técnicas utilizadas atualmente para a analise desse analito nessas matrizes, além
de inovadora, uma vez que ha escassez de estudos na literatura que apresentem a
abordagem de hidrolise de produtos carneos pelo sistema de digestdo por micro-ondas
(Messia et al., 2008) e subsequente determinacdo por espectrofotometria UV-Vis, além
do potencial de redugdo de uso de reagentes e residuos quimicos gerados, alinhando-se

com os principios da Quimica Analitica Verde.
6 QUIMICA ANALITICA VERDE

A Quimica Analitica Verde (QAV) ¢ uma abordagem que busca minimizar ou
eliminar o impacto ambiental da andlise quimica, levando em consideragdo todo o ciclo
de vida dos processos analiticos (Imam; Abdelrahman, 2023). Essa abordagem se baseia
em uma série de principios e diretrizes, que visam a sustentabilidade e a reducdo do
consumo de recursos. Alguns dos principios da QAV, conforme Pena-Pereira,

Wojnowski e Tobiszewski (2020) sdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4 — Principios da Quimica Analitica Verde, de acordo com Pena-Pereira; Wojnowski; Tobiszewski
(2020).
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A avaliagdo do impacto ambiental de um método analitico é importante para
entender seu desempenho em termos de sustentabilidade e eficiéncia energética.
Sumariamente, a avaliagdo do carater verde de um método deve procurar responder a

algumas questdes pertinentes, como apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 — Questdes relacionadas ao impacto ambiental de um método analitico.

Area Questdes pertinentes
O método analitico requer quantidades significativas de energia para
Consumo de energia funcionar?
A energia utilizada ¢ proveniente de fontes renovaveis ou nao
renovaveis?

O método utiliza reagentes quimicos em grande quantidade ou
perigosos para o0 meio ambiente?

Ha alternativas mais verdes disponiveis?

Produg@o de residuos O método produz quantidades significativas de residuos?

Esses residuos sdo reciclaveis ou requerem tratamento especial?

Uso de reagentes

Eficiéncia O método analitico € eficiente em termos de tempo, recursos e custos?
Existem alternativas mais eficientes disponiveis?
Fonte: Adaptado de Pena-Pereira; Wojnowski; Tobiszewski (2020).

Nao existe uma metodologia Unica para quantificar o carater verde de um método
analitico. Mesmo entre pesquisadores dedicados a essa area, ndo ha consenso sobre como
atribuir pesos e pontuagdes aos atributos dos principios da Quimica Verde. Contudo,
algumas ferramentas online gratuitas tém sido amplamente citadas na literatura recente
(Cora Jofre et al., 2023), como o0 AGREE (Pena-Pereira; Wojnowski; Tobiszewski, 2020)
e o AGREEprep (Wojnowski et al., 2022). Essas ferramentas produzem graficos de
atribui¢do de notas para cada um dos critérios avaliados, bem como uma nota global final
em relacdo ao carater verde do método analitico.

O AGREE ¢ um software que calcula o carater verde de métodos analiticos com
base em pesos e notas atribuidos a diversos requisitos a serem observados, produzindo
um score final quantitativo (Pena-Pereira; Wojnowski; Tobiszewski, 2020). Ja o
AGREEprep, apesar de operar de maneira muito semelhante, possui mais enfoque no
estagio de preparagdo da amostra do que na propria analise instrumental (Wojnowski et
al., 2022). Ambos os softwares geram resultados tendo como base uma escala de 0 a 1,
sendo considerados mais proximos a 1 os métodos que estdo mais diretamente associados
a QAV e 0, os menos verdes.

A andlise de colageno em produtos carneos pelo método oficial AOAC-NMKL
combina abordagens tipicas da quimica analitica classica (hidrolise acida) com analise
instrumental (espectrofotometria UV-Vis). No entanto, considerando a QAV, esse

método apresenta baixa conformidade com os principios propostos, devido especialmente
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ao uso de grande quantidade de volumes de acidos concentrados e a demora em algumas
etapas, especialmente a hidrolise, além do uso elevado de dgua para as etapas de diluigao.

A partir disso, o trabalho proposto adaptou o preparo de amostra, testando
alternativas mais modernas e alinhadas com a QAV, como a digestdo de amostras
assistida por micro-ondas. As modificagdes implementadas foram comparadas ao método
normalizado quanto ao carater verde do método analitico. Tanto o AGREE quanto o
AGREEprep foram usados para comparar o protocolo adaptado com a metodologia

oficial para verificar qual possui um carater mais verde, segundo os principios da QAV.
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7 MATERIAL E METODOS
7.1. PADROES E REAGENTES

Todos os reagentes usados para a verificagdo de desempenho foram de grau
analitico. A 4gua ultrapura foi obtida de um sistema de purificacdo Milli-Q® Integral 10
Millipore (Molsheim, Franca). O 4cido sulfurico foi adquirido da Supelco (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA). A cloramina-T, o 4-dimetilaminobenzaldeido, o acido citrico
monohidratado, o hidréxido de s6dio P.A., o 1- propanol e o 2-propanol foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). Os 4cidos cloridrico e perclérico foram obtidos da
Neon Lab (Rio de Janeiro, Brasil). O acetato de sodio anidro foi obtido da Fisher
Scientific (Hampton, EUA). O padrao analitico de 4-hidroxiprolina (pureza de 100 +
0,6%) utilizado foi da Supelco (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA).

7.2. AMOSTRAS

Para a verificagdo do método normalizado AOAC-NMKL trés amostras de
presunto (n = 1), hamburguer (n = 1) e salsicha (n = 1) foram analisadas em sete vias por
amostra. Para o estudo de aplicabilidade do método verificado foram analisadas dez
amostras incluindo presunto (n = 4), apresuntado (n = 2), hamburguer (n = 2), mortadela
(n=1) e salsicha (n = 1), sendo consideradas representativas para o conjunto de matrizes
de produtos carneos, levando em conta os produtos que possuem limites regulatorios
estabelecidos pelo MAPA. Todas as amostras utilizadas para a verificacdo de
desempenho foram provenientes de estabelecimentos sob fiscalizagdo do Servigo de
Inspecao Federal (SIF).

Para a proposta de abertura das amostras por meio de digestdo assistida por
micro-ondas (DAM) foi utilizada uma amostra de hambuirguer e um produto cérneo
cozido distribuido originalmente para ensaio de proficiéncia RVEP 232070 do Deutsches
Referenzbiiro fiir Ringversuche und Referenzmaterialien (DRRR — Alemanha), com valor
designado de 0,095 + 0,009 g Hyp 100 g!. Para o estudo de aplicabilidade do método
proposto, foram analisadas oito amostras de apresuntado (n = 2), hamburguer (n = 5) e
presunto (n = 1), sendo consideradas representativas para o conjunto de matrizes de
produtos carneos. As amostras utilizadas para a proposta de abertura em micro-ondas
foram provenientes de estabelecimentos sob fiscalizacdo dos Servigos de Inspecao

Federal e Estadual (SIF e SIE, respectivamente).
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Como a verificagdo de desempenho do método AOAC-NMKL e a proposta de
abertura das amostras por meio de DAM foram conduzidas em momentos distintos, as

amostras empregadas em cada ensaio nao foram as mesmas.
7.3.  VERIFICACAO DE DESEMPENHO DO METODO AOAC-NMKL
7.3.1. Procedimento experimental

O procedimento experimental da etapa de verificacdo de desempenho foi
conduzido de acordo com o método normalizado da AOAC [International n° 990.26
(AOAC, 1993), desenvolvido em estudo colaborativo conduzido pelo Nordic-Baltic
Committee on Food Analysis (NMKL) com o método NMKL 127, conforme descrito a
seguir.

As amostras utilizadas foram preparadas utilizando todo o conteudo presente na
embalagem, incluindo molho, geleia, gordura e qualquer outro elemento. As amostras
foram picadas em pequenos pedagos e homogeneizadas em um triturador Blixer™ (Robot
Coupe, Paris, Franca). Apds o preparo das amostras, foram pesados 4,00 g de amostra em
balanca analitica (Marte AY-220, Shimadzu, Quioto, Japao) diretamente em frascos
erlenmeyer, e adicionados 30 mL de 4cido sulfirico 3,5 mol L. Os frascos foram
tampados com rolha de vidro e colocados em estufa FREAS 625 (Thermo Scientific,
Massachussets, EUA) a temperatura de 103 + 2 °C por 16 £+ 2 h, para etapa de hidrolise.
Decorrido o tempo, o hidrolisado quente foi quantitativamente transferido para um balao
volumétrico de 500 mL e avolumado com &gua ultrapura. Parte dessa solucao foi filtrada
para um frasco erlenmeyer através de papel filtro quantitativo. Em seguida, foram
diluidos 5,0 mL do extrato filtrado para um baldo de 100 mL.

Para a complexagdo, foram pipetados 2,0 mL do extrato diluido em tubo de
ensaio com tampa. Em seguida, foi adicionado 1,0 mL de solu¢do oxidante (cloramina-T
diluida em tampao pH 6,0) e os tubos foram agitados e deixados em repouso por 20 + 2
min em temperatura ambiente. Decorrido o tempo de repouso, adicionou-se 1,0 mL da
solugdo reagente de cor (4-dimetilaminobenzaldeido diluido em é4cido perclérico 70% e
2-propanol). Os tubos foram tampados, agitados em vortex e colocados em banho-maria
em temperatura de 60 = 0,5 °C durante 15 min. Em seguida, os tubos foram resfriados
sob agua corrente por no minimo 3 minutos e secos. Por fim, foi transferida uma aliquota
desse extrato para uma cubeta de quartzo e a absorbancia da solucdo obtida foi medida

contra um branco analitico em espectrofotometro de absor¢ao molecular na regidao do
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Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) com feixe duplo, modelo UV-1800 (Shimadzu, Quioto,
Japao) a 558 =2 nm.
O teor de hidroxiprolina foi calculado de acordo com a Equagao 1, conforme o

empregado no método normalizado AOAC-NMKL.:
h*2,5

H(g100g™) =——

(Equagao 1)

Onde: H = teor de hidroxiprolina (g 100 g!); & = hidroxiprolina (ug 2 mL™") de filtrado,
previsto pela curva de calibragdo; m = massa da amostra (g); a = aliquota (mL) de filtrado

levado para a diluicao a 100 mL.

Para calcular o teor de colageno (g 100 g!), o resultado obtido de hidroxiprolina
(ug 2 mL) na aliquota analisada foi multiplicado por 8. Nos RTIQs dos produtos carneos
com limites regulatorios estabelecidos pelo MAPA, o valor de colageno deve ser

calculado em relacao ao teor de proteina total da amostra, seguindo a Equagao 2:

COL = 100
% de proteina bruta

Teor de colageno em relagdo a proteina total (g 100 g=1) =

(Equacao 2)

Onde: COL = colageno (g 100 g !); % de proteina bruta = contetido de nitrogénio da
amostra (g 100 g') x 6,25.

A anadlise de proteina foi conduzida seguindo o protocolo oficial do MAPA, a
partir da norma AOAC International 992.15, empregando combustdo da amostra seguida
de reducdo a nitrogénio molecular, estimando-se a quantidade de proteina bruta utilizando

um fator de conversao de 6,25 (AOAC, 1992).
7.3.2. Parametros avaliados

O método teve seu desempenho verificado pelos estudos de linearidade, precisdo
(repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidio (taxa de recuperagdo e estudo
intralaboratorial) e limite de quantificacdo, tendo como referéncia o Guia de Orientacao

sobre Validagdo de Métodos Analiticos (DOQ-CGCRE-008, revisao 08) do Instituto
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Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) (BRASIL, 2020) e o
método normalizado AOAC-NMKL (AOAC, 1993).

7.3.2.1. Linearidade

Para a linearidade, inicialmente foi estabelecida a faixa de trabalho (0,6 a 6,0 pug
de hidroxiprolina 2 mL"' em produtos carneos), adicionando-se dois niveis de
concentragdo além do compreendido pelo método normalizado, a fim de abranger os
limites regulatorios definidos pela legislacdo brasileira e as caracteristicas dos produtos
carneos brasileiros. Em seguida, a linearidade foi avaliada pela reprodutibilidade de
curvas de calibragao preparadas em solvente. Foram preparadas trés curvas analiticas com
material de referéncia certificado de hidroxiprolina, em seis niveis de concentragdao além
do zero. As curvas foram preparadas em triplicata de concentragdo e em trés dias distintos.
As replicatas de cada concentragdo foram analisadas aleatoriamente. O critério de
aceitabilidade para os coeficientes de determinacio (R?) foi de R? > 0,99.

Antes da regressao linear, foi verificada a auséncia de valores outliers a partir do
teste de Grubbs ao nivel de 5% de significancia. A regressao linear simples foi calculada
pelo método dos minimos quadrados ordinérios ndo ponderados, plotando-se um grafico
no software Microsoft Excel, onde no eixo das abscissas foram plotados os valores de
concentragio de hidroxiprolina (ug 2 mL™') e no eixo das ordenadas os valores de
absorbancia das respectivas leituras no espectrofotometro. A homocedasticidade do
sistema foi verificada graficamente para constatacio da distribui¢do aleatdria dos residuos

ao redor da média e a auséncia de tendéncias sistematicas.
7.3.2.2.  Precisdo
7.3.2.2.1. Repetibilidade

A precisdo, em termos de repetibilidade, foi avaliada por meio da analise de trés
diferentes amostras de produtos carneos submetidas a todo o processo analitico. As
amostras foram escolhidas de forma a contemplar trés niveis (baixo, médio e alto) de
concentragio de hidroxiprolina (0,5, 1,6 e 4,2 ug 2 mL™") e analisadas em sete vias por
nivel. O critério de aceitabilidade para o método foi de CV <5,3%. A auséncia de valores

outliers foi verificada por meio de teste de Grubbs ao nivel de 5% de significancia.
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7.3.2.2.2. Precisdo intermediaria

A precisao intermediaria foi avaliada por meio da analise de trés amostras
submetidas a todo o processo analitico, contemplando trés niveis (baixo, médio e alto) de
concentragdo de hidroxiprolina (0,5, 1,6 € 4,2 pg 2 mL™") em sete replicatas por nivel. As
amostras foram analisadas por duas analistas e em dias diferentes. Para cada amostra, foi
calculado o desvio-padrao da precisao intermediaria, bem como a razdo de Horwitz
(HorRat) (Equacao 3).

DPR,pservado derivado do estudo colaborativo

HorRat = = -
DPRyorwitz PTEvVisto na equacao de Horwitz

(Equacgao 3)

Onde: DPRobservadco = Desvio-padrao relativo obtido a partir do estudo de
reprodutibilidade; DPRuorwitz = Desvio-padrdo relativo previsto a partir da equagdo de
Horwitz (Equacao 4).
DPRigorizs (%) = 201705100100
(Equacgao 4)

Onde: C = Concentragdo do analito expressa como uma fragdo massica adimensional (por

exemplo, 1 ppm = 107°).

Como critério de aceitacao para 0 DPRobservado f01 assumido o resultado obtido a
partir do teste de proficiéncia conduzido pelo Deutsches Referenzbiiro fiir Ringversuche
und Referenz-materialien (DRRR — Alemanha). O estudo, que contou com os dados do
laboratorio do MAPA, apresentou um coeficiente de variagdo maximo de 8%.

Para avaliar a equivaléncia dos resultados obtidos por diferentes analistas, foram
realizadas comparagdes estatisticas usando o teste F e o Teste-t pareado, assumindo
variancias iguais. Inicialmente, o teste F foi aplicado para avaliar a homogeneidade das
variancias entre os resultados obtidos para as réplicas de cada analista nas trés amostras
analisadas. Em seguida, foi realizado Teste-t pareado para comparar os valores médios
de cada conjunto de amostras entre as duas analistas. Além disso, um Teste-t global foi
aplicado ao conjunto de dados completo (n = 42) com um nivel de significancia de 5%
para avaliar a consisténcia geral da precisdo intermedidria. Os testes tiveram como

objetivo verificar se diferencas no desempenho das analistas ou na matriz amostral
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influenciaram os resultados, sendo mantida a hipotese nula em todos os casos,
corroborando a equivaléncia estatistica dos dados.

7.3.2.3.  Exatiddo
7.3.2.3.1. Recuperagao

A avaliacdo da exatiddao, em termos de recuperagdo, foi avaliada por meio da
analise de trés niveis de concentragdao, denominados C2, C4 e C6, em sete replicatas para
cada nivel. A recuperacao analitica foi calculada conforme a equacao abaixo:

valor observado

Recuperagdo analitica = x 100%
valor esperado

(Equacgao 5)

As concentragdes de hidroxiprolina em solvente esperadas para C2, C4 e C6
foram de 1,2; 3,6 e 6,0 ug 2 mL"!, respectivamente. Resultados de recuperagio entre 90 e

107% e CV < 8% foram considerados satisfatorios.
7.3.2.3.2. Z-score intralaboratorial

A exatidao do método verificado também foi avaliada por meio da anélise de
duas amostras de produto carneo cozido distribuidas originalmente para ensaio de
proficiéncia RVEP 232070 do Deutsches Referenzbiiro fiir Ringversuche und
Referenzmaterialien (DRRR — Alemanha) e utilizadas para avaliacao da exatidao como
materiais de referéncia. As amostras tinham os seguintes valores designados de
hidroxiprolina: 0,165 = 0,007 g 100 g! (amostra 1) e 0,203 £ 0,008 g 100 g' (amostra 2).
Foram considerados satisfatorios os |z-scores| < 2. Os z-scores obtidos foram calculados
por meio da seguinte equacao:

5 = |% - xptl
SR
(Equagao 6)
Onde: x = valor obtido pelo laboratorio; xpt = valor designado; sk = desvio-padrao de

reprodutibilidade obtido do estudo interlaboratorial.
7.3.2.4.  Limites de detec¢do e quantificagdo

O limite de detecgao (LD) para foi calculado a partir da Equagao 7:
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LD =3,3%(a/S)
(Equagao 7)

Onde: o = desvio-padrdo da resposta do branco; S = valor da inclinagdo da curva de

calibragao.

Foi considerado como limite de quantificagio (LQ) o primeiro nivel de
concentragdo da curva de calibragao (C1), que corresponde a 0,60 pg de hidroxiprolina 2
mL!. O coeficiente de variagdo e a recuperacdo foram calculados para avaliagio da
precisdo e da exatiddo do LQ, respectivamente, preparando-se dez replicatas dessa
concentragdo, em solvente. Os critérios de aceitacdo foram recuperacao entre 90 e 107%

e CV <5,3% (precisdo).
7.3.2.5.  Garantia da validade dos resultados

O método AOAC International n° 990.26 (AOAC, 1993) estabelece que a
confiabilidade do método ¢ dada a partir da relagdo entre o teor de hidroxiprolina presente

na amostra e a repetibilidade do ensaio, de acordo com a Equagao 8.

r=0,0131+0,0322x H
(Equacao 8)

Onde: r = repetibilidade; H = média dos resultados de hidroxiprolina (g 100 g ).

Dessa forma, foi realizada a analise critica dos resultados de uma mesma
amostra, obtidos em condigdes de repetibilidade na rotina analitica. A diferenca absoluta
entre dois resultados independentes ndo deveria exceder o valor de ». Como parte do
estudo de aplicabilidade, essa avaliacdo foi realizada para dez amostras analisadas em

duplicata.
7.3.2.6.  Avaliacdo da incerteza de medicao

A incerteza foi estudada na concentragio de 0,53 g de hidroxiprolina 100 g! de
amostra, com base nos dados obtidos pelas duas analistas para uma das amostras

analisadas, cuja média global foi de 0,53 + 0,02 g Hyp 100 g!. As demais incertezas
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foram obtidas a partir das varidveis 4, m e a da equagdo usada para o calculo da
concentragdo de hidroxiprolina na amostra (H), conforme a Equagdo 1. As incertezas
associadas a cada variavel foram combinadas, associando ainda a incerteza da precisdo,

tomando como base o desvio padrao da reprodutibilidade (Molognoni et al., 2019b).
7.4.  ADAPTACAO DO METODO DE HIDROLISE
7.4.1. Procedimento experimental

O processo alternativo de hidrélise utilizando digestao assistida por micro-ondas
(DAM) foi realizado com um sistema de digestdo por micro-ondas MARS 6™ (CEM
Corporation, Matthews, EUA). A DAM foi conduzida sob condi¢des controladas,
otimizando o tempo de aquecimento e a pressao para aumentar a eficiéncia da hidrdlise.
As amostras foram pesadas diretamente em tubos de PTFE (MARSXpress Plus™, 110
mL, rotor de 24 posi¢des, da CEM Corporation).

Para a proposta de hidrolise alternativa, foi utilizado como referéncia o estudo
conduzido por Messia et al. (2008) em relagdo as condigdes do micro-ondas e
similaridade entre as amostras estudadas. Dois diferentes acidos inorganicos foram
avaliados na DAM: HCI e H2SOa. A escolha do H2SO4 ocorreu na tentativa de harmonizar
o tipo de acido utilizado na abertura tradicional AOAC-NMKL, e o HCI foi escolhido
com base nos principios da Quimica Analitica Verde (QAV) em comparagdo ao H.SO4
(Meinita et al., 2015).

Um teste inicial foi realizado utilizando uma amostra de hamburguer, que foi
analisada tanto em triplicata com o protocolo completo de hidrolise convencional de
amostras estabelecido pelo método AOAC-NMKL, quanto pela hidrolise proposta. A
DAM foi realizada pesando-se 500 mg de amostra em balanga analitica (Marte AY-220,
Shimadzu, Quioto, Japao), com posterior adicao de 10 mL de 4cido cloridrico (HCI) 6
mol L. Outra digestdo foi realizada utilizando 500 mg de amostra e 10 mL de acido
sulfarico (H2SO4) 3,5 mol L. As demais condigdes utilizadas no micro-ondas foram:
poténcia de 290 — 1800 Watts, tempo de rampa de 20 minutos, tempo de espera de 15
minutos e temperatura de 150°C.

Para avaliar a equivaléncia do método, uma amostra de ensaio de proficiéncia
(DRRR) foi submetida aos mesmos procedimentos citados acima, sendo calculados os z-
scores obtidos pela Equacao 6. Em uma segunda fase, foi realizada uma comparagdo mais

robusta utilizando sete réplicas da amostra do DRRR, digeridas com acido cloridrico 6
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mol L™ ou 4cido sulftirico 5 mol L™, para tomada de decisdo em relacdo ao tipo de acido
utilizado na DAM.

Em todas as etapas, decorrido o tempo de digestdo e resfriamento no micro-
ondas, as amostras foram transferidas quantitativamente para baldes volumétricos de 50
mL e avolumadas com agua ultrapura. Em seguida, as amostras foram filtradas e aliquotas
de 5 mL foram transferidas para baldes volumétricos de 100 mL, também avolumados
com agua ultrapura. O restante do procedimento (retirada de aliquota de 2,0 mL, oxidagao
da amostra com cloramina-T, reagdo com DMAB e leitura em espectrofotometro UV-
Vis) seguiram os procedimentos descritos no método normalizado AOAC-NMKL (item

7.3.1 — Procedimento experimental).
7.4.2. Comparacio dos métodos de hidroélise

Para comparar o desempenho do método verificado com uma abordagem
alternativa de hidrolise usando digestao por micro-ondas (DAM), varios tipos de amostras
foram preparadas em paralelo usando trés métodos diferentes: o método verificado e
implementado AOAC-NMKL (AOAC, 1993), um método alternativo de hidrolise
assistida por micro-ondas utilizando acido cloridrico e um método alternativo de hidrolise
assistida por micro-ondas utilizando acido sulfurico, baseados no estudo conduzido por
Messia et al. (2008) para DAM em produtos carneos.

Os desempenhos dos métodos foram comparados por meio de testes estatisticos.
Primeiramente, o teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliar a normalidade da
distribui¢do dos dados. Uma vez confirmada a normalidade, o Teste-t pareado foi
utilizado para comparar os conjuntos de resultados obtidos para as mesmas amostras,

considerando um nivel de significincia de p = 0,05.
7.5.  AVALIACAO DA QUIMICA ANALITICA VERDE

O “teor verde” do método normalizado AOAC-NMKL e da nova hidrolise
proposta por digestdo assistida por micro-ondas foi calculado pelos sofiwares AGREE
(Pena-Pereira; Wojnowski; Tobiszewski, 2020) e AGREEprep (Wojnowski et al., 2022),
estimando a quantidade total de volumes de amostra e reagente usados, método de
hidrdlise, uso de energia e residuos gerados pelos dois métodos de preparo de amostra.

O software AGREE calcula o teor verde dos métodos com base em doze

critérios, j& o AGREEprep utiliza de dez critérios para estimar o alinhamento do
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procedimento de preparo de amostras com os principios da QAV. O Quadro 3 apresenta

um sumario dos critérios utilizados em ambos os softwares.

Quadro 3 — Critérios adotados para a estimativa do carater verde de métodos analiticos de acordo com os
softwares AGREE ¢ AGREEprep.

AGREE

AGREEprep

1. Utilizagdo de técnicas analiticas de

quantificagdo direta.

1. Local do preparo de amostras.

2. Quantidade de amostra e réplicas minimas.

2. Uso de materiais perigosos.

3. Medig¢des realizadas in situ.

4. Integracdo de processos analiticos e operacdes.

3. Sustentabilidade, renovabilidade e reutilizagdo
de materiais.

5. Utilizacao de métodos

automatizados/miniaturizados.

4. Residuos gerados.

6. Reducdo de uso de agentes derivatizantes.

5. Quantidade de amostra utilizada.

7. Volume de residuo quimico gerado e
subsequente tratamento.

6. Quantidade de amostras preparadas em uma
hora.

8. Utilizagao de métodos

multianalitos/multiparametros.

9. Uso de energia.

7. Integracdo e automatizagdo das etapas de
preparo.

10. Utilizagdo de reagentes derivados de fontes
renovaveis.

8. Consumo de energia por analise.

11. Uso de reagentes quimicos.

9. Técnica de analise.

12. Seguranca do operador.

10. Seguranca do operador.

8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1.

VERIFICACAO DE DESEMPENHO DO METODO AOAC-NMKL

Os resultados da verificagdo de desempenho, incluindo parametros avaliados,

critérios de aceitabilidade e valores obtidos, sdo apresentados sumariamente na Tabela 2

e discutidos nos itens subsequentes. Os critérios de aceitabilidade dos parametros

avaliados foram estabelecidos de acordo com o Guia de Orientagdo sobre Validagdo de

Me¢étodos Analiticos (DOQ-CGCRE-008, revisao 08) do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia INMETRO) (BRASIL, 2020).

Tabela 2 - Avaliagdo do valor encontrado para cada pardmetro avaliado frente ao critério de aceitabilidade

proposto, estabelecido pelo Guia de Orientagdo sobre Validagdo de Métodos Analiticos (DOQ-CGCRE-008,
revisdo 08) do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO).

Parametro avaliado | Critério de aceitabilidade Valor obtido Conclusio

Linearidade R?>0,99 0,9990 Satisfatorio

Nivel 0,5 g2 mL, CV=7,6% | Aceitavel*

(repf;rtfgi‘fizz 0 CV<5,3% Nivel 1,6 pg 2 mL™!, CV = 3,9% Satisfatoria
Nivel 4,2 pg 2 mL™!, CV =3,8%

Nivel 0,5 ;ngo rZRI:tL:'l,l(iV = 8,8%, Aceitavel*

. Precisf}o . CV <8,0% Nivel 1,6 pg 2 mL", E:V =3,3%, Satisfatorio

intermediaria HorRat <2 HorRat = 0,4
INIforell 4.2 ;LI%?RI;L:’O(;.V =41%, Satisfatorio
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Parimetro avaliado | Critério de aceitabilidade Valor obtido Conclusao
Stat-t < t-critico bi-caudal -0,014 <2,021 Satisfatorio

104% (nivel 1,2 pg 2 mL™")

A 103% (nivel 3,6 pg 2 mL™1)
Exatidao 90 a 107% Satisfatorio

(recuperagdo) 104% (nivel 6,0 pg 2 mL™)

94,5 % (Estudo de LQ)

iddo (z- Amostra 1: z-score = 1,62
Exatlldao @ sco ’{e |z-score| < 2 Satisfatorio

intralaboratorial) Amostra 2: z-score = 0,07
Precisdo do LQ CV <5,3% CV<1,1% Satisfatorio

*: Valores aceitos devido a faixa de trabalho do método compreender de 0,6 a 6,0 pg de hidroxiprolina 2 mL"!
e a concentracdo de hidroxiprolina na amostra (0,5 pg 2 mL™) ter se enquadrado abaixo do primeiro ponto da
curva de calibragdo.

CV: Coeficiente de varia¢io; LQ: Limite de quantificacdo; R?: Coeficiente de determinacio.

8.1.1. Linearidade

Apos a verificagdo da auséncia de valores outliers a partir do teste de Grubbs ao
nivel de 5% de significancia, a regressdo linear simples foi verificada plotando-se um
grafico onde no eixo das abscissas estio os valores de concentragao de hidroxiprolina (ug
2 mL™) e no eixo das ordenadas estdo os valores de absorbancia das respectivas leituras
no espectrofotdometro. O grafico com as trés curvas de calibragdo sobrepostas esta

apresentado na Figura 5.

Figura 5 — Grafico do estudo de linearidade, com as trés curvas de calibragdo analisadas

CURVAS ANALITICAS SOBREPOSTAS
0,800 y = 0,1122x +0,0047 -
R? = 0,9990 el
0,600 (g
S umu%‘*"-""‘"'*
4 g
£ 0400 ol
c
= 0,200
©
£
“v» 0,000
0 1 2 3 4 5 6
Concentrag¢do de hidroxiprolina (ug 2 mL1)

Fonte: Elaborada pela autora.

Foram calculados os coeficientes de determinagdo (R? = 0,9990) e de correlacio
linear (R =0,9995) das trés curvas preparadas com pontos em triplicata, além dos residuos
(diferencga entre os valores observados e calculados pela equagdo da reta de regressao para

cada valor de x). A homogeneidade da variancia dos residuos (homocedasticidade) foi
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verificada graficamente, constatando-se a distribui¢do aleatdria dos residuos ao redor do

zero € a auséncia de tendéncias sistematicas (Figura 6).

Figura 6 — Grafico de distribui¢do dos residuos das curvas de calibragio para analise de hidroxiprolina.

Residuos x concentracio
0,02 - . .
0,01 - § ; .
8 0 'y ; ’ A . ‘
E £ T T v -
T 001 ¢ 1e 2 ¢ 3 4 o5 6 7
e 4 s
0,02 - . .
-0,03 -
Concentragdo de hidroxiprolina (pg 2 mL1)

Fonte: Elaborada pela autora.

8.1.2. Precisao
8.1.2.1.  Repetibilidade

A partir da andlise de diferentes amostras em trés niveis de concentragdo
distintos (0,5, 1,6 e 4,2 ug Hyp 2 mL™), foram obtidos os resultados apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados do estudo de repetibilidade para a determinagdo de hidroxiprolina em produtos carneos
por espectrometria molecular (valores expressos em g 100 g™').

Replicata Amostra 1 (presunto) Amostra 2 (salsicha) (hiﬁl())lsitrrgauir)
1 0,06 0,20 0,52
2 0,06 0,20 0,52
3 0,05 0,20 0,50
4 0,06 0,18 0,49
5 0,06 0,19 0,55
6 0,05 0,19 0,51
7 0,05 0,19 0,51
Média 0,06 0,19 0,51
[Hyp] (ug 2 mL) 0,48 1,56 4,12
Desvio-padrao 0,00 0,01 0,02
CV (%) 7,6 3,9 3,8

[Hyp]: Concentracdo de hidroxiprolina (ng 2 mL™!); CV: Coeficiente de Variacio.

Como observado na Tabela 3, os coeficientes de variacao (CVs) das amostras 2
e 3 atenderam ao critério de aceitagdo (CV < 5,3%) de acordo com o preconizado pelo

Guia de Orientagcdo do INMETRO (Brasil, 2020), apresentando CVs de 3,9 e 3,8%,
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respectivamente. A amostra 1, por sua vez, apresentou um CV acima do limite
recomendado. Entretanto, esse resultado foi considerado aceitavel devido a baixa
concentragdo de hidroxiprolina observada, a qual se situou em uma faixa préxima ao
limite de deteccdo (LD) e abaixo do limite de quantificagdo (LQ) estabelecido para o
método (se¢do 8.1.4). Nessas condi¢des, variagdes relativas mais elevadas sdo esperadas
e ndo comprometem a confiabilidade dos resultados, desde que os valores absolutos
obtidos sejam consistentes entre si.

Adicionalmente, a faixa de trabalho validada para o método foi definida entre
0,6 e 6,0 ng de hidroxiprolina 2 mL™, e, portanto, concentracdes abaixo desse intervalo
nao necessitam atender aos mesmos critérios de precisdo. Ainda assim, a dispersao dos
dados obtidos para as sete réplicas da amostra 1 foi limitada, com resultados bastante
proximos entre si, reforcando a reprodutibilidade da medi¢do. Assim, mesmo com um
CV elevado, a resposta foi considerada satisfatoria para amostras em concentragdes muito
baixas de analito, refletindo a natureza estatistica do erro relativo nessa faixa.

Ressaltamos também que, por se tratar de método em fase de implementagao,
ndo havia disponibilidade de um nimero amplo de amostras e, dentre as amostras
disponibilizadas pelo laboratério, foram empregadas no estudo aquelas em que havia
expectativa de valores em diferentes niveis.

Ap6s andlise pelo teste de Grubbs ao nivel de 5% de significancia, constatou-se
que ndo houve valores outliers. Verificou-se, também, que as amostras analisadas
apresentaram valores de desvio-padrdo e CV similares aos descritos no método

normalizado, apesar da diferenga entre as matrizes estudadas.
8.1.2.2.  Precisdo intermedidria

A precisdo intermedidria foi avaliada com a andlise de trés amostras submetidas
a todo o processo analitico por duas analistas, contemplando trés niveis de concentragdo
de hidroxiprolina (0,5, 1,6 € 4,2 pug 2 mL™). Os resultados estdo apresentados na Tabela
4.
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Tabela 4 — Resultados do estudo de precisdo intermediaria para a determinagdo do teor de hidroxiprolina em
produtos cérneos por espectrometria molecular (valores expressos em g 100 g™.

Replicata Amostra 1 (presunto) Amostra 2 (salsicha) Amostra 3 (hamburguer)
Analistal Analista2  Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
1 0,06 0,06 0,20 0,19 0,52 0,54
2 0,06 0,06 0,20 0,20 0,52 0,53
3 0,05 0,05 0,20 0,19 0,50 0,55
4 0,06 0,06 0,18 0,20 0,49 0,53
5 0,06 0,07 0,19 0,19 0,55 0,55
6 0,05 0,07 0,19 0,19 0.51 0,50
7 0,05 0,06 0,19 0,19 0.51 0,56
Média 0,06 0,06 0,19 0,19 0,51 0,54
[Hyp] (ng 2 mL") 0,48 0,51 1,56 1,54 4,12 4,31
Desvio-padrio 0,00 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02
CV (%) 7,6 9.1 3,9 2,7 3.8 3.4

[Hyp]: Concentracio de hidroxiprolina (ng 2 mL™"); CV: Coeficiente de Variagio.

Os resultados de desvio-padrao relativo (coeficiente de variacao) e razao de

Horwitz (HorRat) calculados para o estudo de precisao intermediaria estdo na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados do desvio-padrao relativo (coeficiente de variagdo) e razdo de Horwitz (HorRat)
calculados para o estudo de precisdo intermedidria.

[Hyp] (2100¢g")  Desvio-padrio

Amostra Analistas 1 e 2 Analistas 1 e 2 CV (%) HorRat
1 (presunto) 0,06 0,01 8,8 1,1
2 (salsicha) 0,19 0,01 3.3 0,4
3 (hambtrguer) 0,53 0,02 42 0,5

[Hyp]: Concentragdes médias de hidroxiprolina (g 100 g™'); CV: Coeficiente de variacdo; HorRat: Horwitz
Ratio

Embora os resultados da amostra 1 obtidos pela analista 2 tenham resultado em
um CV maior do que o esperado (CV < 8,0 %), estes foram considerados aceitaveis,
adotando o mesmo critério utilizado no estudo de repetibilidade em relagdo a precisdo de
resultados de valores obtidos entre os limites de deteccdo e quantificagdo. Como a
concentragdo de hidroxiprolina da amostra 1 (média entre as duas analistas de 0,49 ug 2
mL") se encontrou entre o LD e o LQ, os resultados foram entdo considerados aceitaveis
devido a proximidade dos valores obtidos pelas duas analistas. Além disso, o valor de
HorRat para essa amostra apresentou valor satisfatorio (1,1), uma vez que resultados entre

0,5 e 2,0 sdo considerados aceitaveis (Brasil, 2020).
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A comparagdo das variancias obtidas paras as trés amostras, para cada uma das
analistas, foram comparadas usando Teste-F (Tabela 6) e Teste-t pareado, demonstrando
que as variancias sdo equivalentes, independente das diferengas entre as matrizes e dos
distintos niveis de concentracao.

Tabela 6 — Resultados das variancias das trés amostras analisadas por duas analistas, em dias diferentes, por
meio de teste-F.

Amostra Variancias
Analista 1 Analista 2
1 (presunto) 2,06x 107> 3,32x107°
2 (salsicha) 582x107° 2,79 x 1073
3 (hamburguer) 3,80x107* 3,43 x107*

Todos os resultados obtidos nas andlises das amostras pelas duas analistas (n =
42) também foram submetidos ao Teste-t ao nivel de 5% de significancia, o qual
demonstrou que a hipotese nula ¢ verdadeira, ou seja, as variancias sao equivalentes entre
as duas analistas, uma vez que Stat t foi menor do que t critico bi-caudal (-0,014 <2,021).

Ao comparar os resultados obtidos com outros estudos na literatura, notam-se
resultados similares reportados por Alves et al. (2023), cujo método CD-EKC-DAD
obteve resultados de repetibilidade (CV 2,36 — 4,39%) e precisdo intermedidria (CV 3,37
- 6,87%). O método normalizado AOAC-NMKL apresenta CVs de repetibilidade
variando de 2,4% a 5,6% e CVs de precisao intermediaria variando de 3,8% a 8,8%. Esses
resultados demonstram que o desempenho do método verificado € consistente e, em
alguns aspectos, comparavel tanto ao método normalizado quanto a alternativas mais
recentes, validando sua adequacdo para a determinagdo precisa de hidroxiprolina em

diversas matrizes.
8.1.3. Exatidao
8.1.3.1.  Recuperagdo

As recuperacdes obtidas variaram entre 103 % e 104 %, com coeficientes de
varia¢ao entre 2,9 % ¢ 4,4 %, estando todos os resultados dentro dos critérios de
aceitabilidade estabelecidos (recuperacdo entre 90 % e 107 % e CV < 8 %) (Brasil, 2020)

em todos os niveis de concentragdo estudados (Tabela 7).
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Tabela 7 — Recuperagdo analitica ap6s analise de diferentes niveis de concentragdo de hidroxiprolina (pug 2 mL-
1 em solvente.

Replicata C2 (1,2 pg 2 mLY) C4 (3,6 pg 2 mL™) C6 (6,0 pg 2 mL™)
1 1,17 3,62 5,97
2 1,24 391 6,39
3 1,30 3,57 6,12
4 1,27 3,81 6,23
5 1,27 3,79 6,23
6 1,19 3,45 6,28
7 1,28 3,78 6,54
Média 1,25 3,71 6,25
[Hyp] (ng 2 mL) 0,05 0,16 0,18
CV (%) 3,7 4.4 2.9
REC (%) 104 103 104

[Hyp]: Concentragdo de hidroxiprolina (ug 2 mL™); CV: Coeficiente de variagdo.

8.1.3.2.  Z-score intralaboratorial

A exatidao avaliada por meio da analise de duas amostras de ensaio de
proficiéncia (RVEP 232070 DRRR) foram utilizadas para avaliacdo da exatiddo como
materiais de referéncia. Os z-scores obtidos foram 1,62 para a amostra 1 e 0,07 para a
amostra 2, sendo ambos considerados satisfatdrios, de acordo com o preconizado no Guia

de Orientagao do INMETRO (Brasil, 2020) (Tabela 8).

Tabela 8 — Exatidao (z-scores intralaboratoriais) apds andlise de hidroxiprolina em amostras fornecidas para
comparagao interlaboratorial.

[Hyp] Valor designado
Amost .
mostra (100 g) (100 g) SR z-score
DRRR 1 0,186 0,165 0,013 1,62
DRRR 2 0,202 0,203 0,014 0,07

DRRR: Deutsches Referenzbiiro fiir Ringversuche und Referenzmaterialien; [Hyp]: Concentragdo de
hidroxiprolina (g 100 g); sg: desvio-padrdo de reprodutibilidade do estudo interlaboratorial.

Esses resultados confirmam tanto a precisdo quanto a comparabilidade das
medi¢des obtidas na verificacdo de desempenho com as relatadas por outros laboratérios
participantes do ensaio de proficiéncia. Em relagdo aos métodos analiticos empregados
pelos laboratorios participantes, a maioria utilizou procedimentos padrio oficiais, que se
baseiam na hidrdlise acida cldssica seguida de deteccdo espectrofotométrica. Nenhum
laboratorio relatou explicitamente o uso de digestdo assistida por micro-ondas na

metodologia empregada, o que destaca o carater inovador dessa abordagem alternativa.
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8.1.4. Limites de deteccio e quantificacao

O limite de deteccao (LD) foi calculado conforme a Equagdo 7. Como o branco
ndo gerou sinal analitico nas andlises realizadas, foi considerado como o valor do desvio-
padrao da resposta do branco (o) o desvio-padrao do menor nivel da curva analitica,
conforme orientado no Guia do INMETRO (Brasil, 2020). Assim, foi adotado o valor de
desvio-padrio obtido no estudo do limite de quantificagio (LQ): 0,01 ug 2 mL™. O valor
de inclinagdo da curva usado foi o valor médio das curvas obtido no estudo de linearidade
(0,1122). Assim, o valor de LD foi estimado como sendo igual a 0,29 pg 2 mL™.

Para o LQ, apos o preparo de dez replicatas na concentracao de 0,60 pg de
hidroxiprolina 2 mL™! (primeiro ponto da curva de calibragio), em solvente, foram obtidos
os valores apresentados na Tabela 9. Os resultados experimentais atingiram valores de
1,1% para CV e 94,5% de recuperacdo, sendo considerados satisfatorios (critérios de
aceitacdo: 90 a 107% para recuperacdo e CV < 5,3% para precisdo).

Tabela 9 — Estudo de precisdo e exatiddo do limite de quantifica¢do de hidroxiprolina.

Replicata (0,6 ng H(;L 2 mLY)
1 0,57
2 0,57
3 0,58
4 0,57
5 0,56
6 0,56
7 0,56
8 0,57
9 0,56
10 0,57
Média 0,57
Desvio-padrao 0,01
CV (%) 1,1
Recuperagio (%) 94,5

Hyp: Hidroxiprolina; CV: Coeficiente de variagao.

8.1.5. Garantia da validade dos resultados

A andlise critica dos resultados das dez amostras analisadas em duplicata ¢
apresentada na Tabela 10. Com excecdo das amostras 1 e 6, todas as amostras geraram
valores satisfatorios de . Ainda assim, os resultados das amostras que excederam o valor

de r foram aceitos devido a proximidade entre os valores das duplicatas, a baixa
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concentragdo do analito e a baixa exatiddo para expressar seus resultados com dois

decimais.

Tabela 10 — Estudo de aplicabilidade e confiabilidade do método utilizando diferentes matrizes

(Hyp] Média
Amostra Replicata (@100 g*) [Hyp] r (%)
(g100 g™
1 (Presunto) ! 0,09 0,10 0,00
2 0,10
2 (Apresuntado) ! 0.11 0,12 0,01
2 0,12
3 (Hamburguer) ! 0,26 0,26 0,01
2 0,25
. 1 0,17
4 (Salsicha) ) 0.17 0,17 0,01
5 (Mortadela) ! 0.11 0,11 0,00
2 0,11
1 0,10
6 (Presunto) ) 0.11 0,10 0,00
7 (Presunto) ! 0.06 0,06 0,00
2 0,06
8 (Presunto) ! 0,08 0,08 0,00
2 0,08
1 0,11
9 (Apresuntado) 0,11 0,00
2 0,11
10 (Hamburguer) ! 048 0,49 0,02
2 0.51

[Hyp]: Concentragdo de hidroxiprolina (g 100 g™!). r: Repetibilidade, em relagio ao teor médio de
hidroxiprolina em g 100 g'.

8.1.6. Avaliacao da incerteza de medicao

A incerteza foi estudada na concentragio de 0,53 g de hidroxiprolina 100 g! de
amostra, com base nos dados obtidos pelas duas analistas para a Amostra 3 (hamburguer
bovino), cuja média global foi de 0,53 + 0,02 g 100 g™'. As incertezas associadas a cada
variavel foram combinadas, associando ainda a incerteza da precisdo, tomando como base
o desvio padrao da reprodutibilidade. O sumario dos dados estd demonstrado na Tabela

11.
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Tabela 11 — Fontes de incerteza de medicdo e incerteza-padrdo do método verificado para determinagdo de
colageno em produtos carneos por espectrometria molecular

Tipo Fonte (113::,1%1{{;:; dglllril((le?l(iiga Il))i:(t)ll‘)izl‘)ll)liilgi:g(;;ee Divisor  ux Ci uy Veff
B Massa 0,00200 g Retangular 1,730 0,001 0,0525 0,0001 '}
B Volume final 0,20200 mL Retangular 1,730 0,117 0,0525 0,0061 o
A Uprecisio 0,02180 - t-Student 2,230 0,010 1 0,0098 13
A Ucurva analitica 0,0125 pg 2 mL! t-Student 1,000 0,012 0,125  0,0016 44

k= 2,07 uwC)= 00116 26

uy: Incerteza-padrdo de entrada; Ci: Coeficiente de sensibilidade; uy: Incerteza-padrio de saida; ves: graus de liberdade
efetivo; Uprecisao: Incerteza da precisdo; Ucuwa analitica: Incerteza da curva analitica; k: Fator de abrangéncia; u(C): Incerteza-
padrdo combinada.

Para o nivel estudado, portanto, a representacdo final da medida ¢ expressa da

seguinte forma:
0,53+0,02 g 100 g (U=4,6%, k=2,07)

O grafico das contribuigdes de incerteza de medicao (Figura 7) demonstra que a
maior fonte da incerteza ¢ dada pelo desvio-padrdo da precisdo intermedidria, o que ¢
comumente averiguado para esse tipo de método analitico. Esse pardmetro ja inclui
diversas fontes de incerteza do modelo de medi¢do (como as variagdes de massa e de
volume), bem como outras fontes de erro de menor significado que foram
desconsideradas pelo modelo matematico por ndo serem criticas para a incerteza de

medi¢do (por exemplo, parametros associados a etapa de hidrolise).
Figura 7 — Grafico das contribui¢des de incerteza de medi¢ao do método verificado

CONTRIBUICOES DA INCERTEZA DE MEDICAO

§0.0%
T 5%
) 27.7%

| ! 70,5%

Incerteza da massa da amostra

Incerteza da leitura na curva de calibragéo

Incerteza do volume do extrato final

Desvio-padrao de reprodutibilidade intralaboratorial

Fonte: Elaborada pela autora
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8.1.7. Dados da verificacido de desempenho

A comparagao dos dados obtidos na verificagdo de desempenho no presente

estudo em relagdo ao método oficial AOAC-NMKL esta apresentada na Tabela 12.

Tabela 12 — Comparagdo entre os resultados obtidos no estudo colaborativo AOAC-NMKL e na implementagao
do referido método no presente trabalho.

Parametro Estudo AOAC-NMKL Meétodo implementado
Faixa de trabalho (ug Hyp 2 mL™) 1,2-4,8 0,6 - 6,0
Coeficiente de determinagdo (R?) - 0,9990
Precisdo - Repetibilidade 2,4 —5,6% 3,8—-7,6%
Precisdo - Reprodutibilidade 3,8 -8,8% 3,3-8,8%
Exatiddo - Recuperacdo 96,1% 94,5 — 104%
Exatidao - z-score - 0,07 -1,62

-: Pardmetro ndo informado. Hyp: Hidroxiprolina.

De acordo com os dados discutidos anteriormente, o primeiro ponto da curva do
método implementado contemplou um nivel de concentragdo abaixo do primeiro ponto
apresentado na faixa de trabalho do método normalizado AOAC-NMKL (0,6 pg Hyp 2
mL") e um nivel acima do tltimo ponto da curva (6,0 pg Hyp 2 mL™), a fim de abranger
os limites regulatorios definidos pela legislagao brasileira e as caracteristicas dos produtos
carneos brasileiros (Quadro 1). Apesar da inclusdo desses dois pontos no método
implementado, a nova curva analitica apresentou linearidade adequada (R? = 0,9990),
demonstrando performance satisfatoria da curva analitica proposta.

Os resultados obtidos no estudo de repetibilidade apresentaram similaridade com
os valores alcangados no método AOAC-NMKL. Apesar da amostra 1 no método
implementado (Tabela 3) ter apresentado CV maior (7,6%), como explicado
anteriormente, o resultado foi aceito, uma vez o valor obtido enquadrou-se entre o LD e
o LQ. J& no estudo de precisdo intermedidria, o método implementado obteve, além de
um menor coeficiente de variagdo para a amostra 2 (Tabela 5), resultados semelhantes
com os obtidos no método normalizado, demonstrando concordancia entre os métodos.

Em relagdo a exatiddo do método implementado, a taxa de recuperacdo foi
considerada satisfatéria, uma vez que se enquadrou dentro da faixa obtida pelo método
AOAC-NMKL (94,5 — 104% e 96,1%, respectivamente). O método implementado teve
sua performance verificada, ainda, pela andlise de duas amostras de proficiéncia,

apresentando z-scores satisfatorios (< [2|).
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Os dados obtidos na verificagdo de desempenho do método normalizado AOAC-
NMKL, portanto, apresentaram resultados satisfatorios tanto de acordo com os proprios
resultados obtidos pelo método normalizado, quanto pelos critérios estabelecidos no Guia
de Orientacao sobre Validacao de Métodos Analiticos do INMETRO, ambos documentos

utilizados como referéncia para a implementacao do método deste trabalho.
8.2.  ADAPTACAO DO METODO DE HIDROLISE
8.2.1. Comparacio entre métodos de hidrolise

A primeira avaliagdo do método de hidrolise através de digestdo assistida por
micro-ondas (DAM) foi realizada com a utilizagdo de HC1 6 mol L™ e H.SO4 3,5 mol L
!, para compara¢io com o protocolo oficial AOAC-NMKL. Na primeira andlise da
amostra selecionada (hamburguer), juntamente com uma réplica de material de referéncia
certificado (DRRR), foram obtidos os seguintes resultados para todos os métodos de

hidrolise citados (Tabela 13):

Tabela 13 — Resultados da determinacgio de Hyp (g 100 g') comparando o método normalizado AOAC-NMKL
e a digestdo assistida por micro-ondas utilizando acido cloridrico ou sulfurico.

Método Hyp (g 100 g™) Média + DP CV (%)  Z-score (DRRR)

0,074
AOAC-NMKL 0,074 0,076 + 0,003 3,55 0,39

0,079

0,067
DAM HCI 6 mol L! 0,067 0,066 £ 0,001 1,60 1,82

0,065

0,060
DAM H>S0s4 3,5 mol L 0,051 0,061 £0,011 17,99 -2,73

0,073

CV: coeficiente de variagdo. DAM: digestdo assistida por micro-ondas. DP: desvio-padrdao. DRRR:

Deutsches Referenzbiiro fiir Ringversuche und Referenzmaterialien.

Os resultados do z-score para o material de referéncia certificado (DRRR) foram

satisfatorios tanto para o método convencional (z-score = 0,39) quanto para o método
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com HCI 6 mol L (z-score = -1,82), enquanto a digestio com H.SO4 apresentou um z-
score questionavel (-2,73). Apesar disso, uma comparacao estatistica das variancias entre
os protocolos convencional e com HCI ndo revelou diferengas significativas.
Na segunda avaliacdo, as sete replicatas do DRRR foram analisadas novamente
com HCl e H>SO4. Para o H>SOs, nesse teste, foi utilizada uma concentragdo maior (5
mol L) de 4cido, a fim de realizar a hidrdlise de maneira mais efetiva. Todos os 14
resultados obtidos para as duas hidrélises propostas obtiveram valores de z-scores
satisfatorios (Tabela 14).
Tabela 14 — Resultados da determinagdo de Hyp (g 100 g™') comparando as aberturas utilizando HCI 6 mol L™!
e H,SO4 Smol L.

Digestio assistida por Hyp (%)
micro-ondas Média + Desvio-padrio

CV (%) z-score

-1,09

0,22

0,47
HC1 6 mol L 0,095 + 0,009 9,4 -1,31
0,14
0,38
1,60
0,12
0,36
0,31
-0,08
-0,55
-1,00
0,66

H>SO4 5 mol L! 0,094 + 0,005 5,30

CV: coeficiente de variacdo. Hyp: hidroxiprolina.

O teste de Shapiro-Wilk confirmou a distribuicdo normal para ambos os
conjuntos de dados (p > 0,05), e o Teste-t pareado ndo indicou diferenga significativa
entre os dois protocolos de digestdo no nivel de confianga de 95%. A partir desses
resultados, optou-se pela DAM utilizando HC1 6 mol L™, uma vez que esse acido, em
comparagdo ao sulflrico, apresenta maior conformidade com os principios da QAV
(Zhang et al., 2021).

Em relacdo a aplicabilidade do método, foram analisadas amostras comparando
o método normalizado AOAC-NMKL com o novo método de preparacdo assistida por
micro-ondas utilizando HCI 6 mol L™'. Além das oito amostras comerciais, a amostra de

ensaio de proficiéncia do DRRR também foi analisada novamente. Para a amostra de
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proficiéncia, ambas as abordagens de preparo obtiveram resultados satisfatorios (z-score

<2]). Os resultados do estudo de aplicabilidade sao apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 — Resultados do estudo de aplicabilidade para apresuntado, presunto e hamburguer: comparagio dos métodos AOAC-NMKL e DAM utilizando HCI 6 mol L e
conformidade dos produtos de acordo com as legislagdes brasileiras.

. . i o
Método Método AOAC % COL % COL DAM Proteina %o TCC/PB

Amostra DAM HCI NMKL Valor de p Significancia ) 1 1 (AOAC/DAM Conformidade
(2 Hyp 100 g) (g Hyp 100 g AOAC-NMKL HCI 6 mol L (g100¢gh) HCl)

Hamburguer 1 0,308672 2 0,224753 @ 0,268600 Naio significativo 2,47 3,05 18,78 12’; Sim
, a b . . 12,77 .

Hamburguer 2 0,224753 0,212232 0,031405 Significativo 1,80 1,70 14,08 12.06 Sim
, b . . 3,83 .

Hamburguer 3 0,071531 0,081055 0,025879 Significativo 0,57 0,65 14,86 436 Sim
, b . . 12,63 .

Hamburguer 4 0,241433 0,309477 @ 0,028572 Significativo 1,93 2,48 15,29 16.19 Sim
, ... . 16,81 .

Hamburguer 5 0,374924 2 0,309812 0,153346 Nao significativo 3,00 2,48 17,84 13.89 Sim
... . 5,39 .

Apresuntado 6 0,1025192 0,108727 2 0,407938 Nao significativo 0,82 0,87 15,22 571 Sim
.. . 4,83 .

Apresuntado 7 0,1021552 0,107058 @ 0,180556 Nao significativo 0,82 0,86 16,92 5.06 Sim
... . 4,63 .

Presunto 8 0,097956 0,104177% 0,608751 Nao significativo 0,78 0,83 16,94 492 Sim

a.a; yariancias sem diferenga significativa. *3: variancias com diferenca significativa. COL: coldgeno. DAM: digestdo assistida por micro-ondas. Hyp: hidroxiprolina. TCC/PB:

teor de tecido conjuntivo colagenoso em relag@o ao teor total de proteina do produto.
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As réplicas das amostras de hamburguer (n = 5), apresuntado (n = 2) e presunto
(n = 1) apresentaram resultados de teores de hidroxiprolina estatisticamente diferentes,
dependendo do tipo de produto. Testes-t pareados foram realizados para cada amostra
individual. Os resultados revelaram diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05)
em algumas amostras, particularmente entre os produtos de hamburguer (Hamburgueres
2,3 e 4), indicando que o método DAM produz valores que diferem sistematicamente do
protocolo tradicional. Amostras de carnes processadas, como Apresuntados 6 ¢ 7 e
Presunto 8, ndo apresentaram diferengas significativas, sugerindo que a composi¢ao da
matriz do hamburguer pode influenciar a eficiéncia da hidrolise, possivelmente devido ao
maior teor de fibras encontradas nesse tipo de matriz. A partir disso, foi realizada uma
analise das informagdes nutricionais e da composicao dos produtos analisados (Tabela
16), evidenciando que a composi¢ao das amostras que apresentaram diferengas
estatisticamente significativas (Hamburgueres 2, 3 e 4) sdo justamente as amostras que
apresentam composicdo mista (carnes de frango, bovina e suina), indicando uma maior
heterogeneidade da matriz devido a natureza de seus ingredientes, podendo esta ser um
dos fatores que influenciaram na digestao assistida por micro-ondas dessas amostras.

Tabela 16 — Composicdo dos produtos carneos analisados em relagdo aos ingredientes, teores proteico, de
gordura e de carboidratos presentes nas amostras, em g 100 g .

Produto Ingredientes (resumo) Proteinas Gorduras totais Carboidratos
(g100¢g" (g100¢g" (g100¢g"
Hamburguer 1 Carne bovina, gordura 19,0 21,0 0,0
bovina
Frango com pele, carne
Hamburguer 2 bovina, soja, aromatizante 15,0 15,0 1,7
defumado
Hambirguer3 ~ Come bovina/frango, soja, 7.1 15,2 1,4
fécula, aromatizante
Frango, carne suina, gordura
Hamburguer 4 de porco, proteina de soja, 14,0 15,0 0,4
aromatizante
Hambirguer 5 Carne bovina (picanha, 17,0 20,0 0,0
recortes, costela)
Carne suina, fécula, proteina
Apresuntado 6 de soja, aditivos, corante 14,0 28,3 7,3
cochonilha
Apresuntado 7 Carne suina, derivados de 14,0 273 1.6

soja

Pernil suino, fécula, soja,
Presunto 8 aromatizante, corante 10,0 15,5 0,8
cochonilha
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Essas descobertas ressaltam a necessidade de harmonizacao de métodos ao
comparar resultados de diferentes fluxos de trabalhos analiticos e sugerem que o método
DAM, embora eficiente e alinhado aos principios da quimica verde, pode exigir ajustes
ou calibragdo para garantir a comparabilidade com dados gerados pelo protocolo AOAC-
NMKL.

O teor proteico dessas amostras também foi determinado utilizando o método de
referéncia do MAPA (AOAC, 1992). Além disso, a porcentagem de colageno em relacao
a proteina foi calculada para todas as amostras, e a conformidade foi confirmada para
todos os produtos analisados, como apresentado na Tabela 15.

Em conjunto, esses resultados corroboram com a adog¢do do acido cloridrico
como uma alternativa viavel e eficiente para a digestao das amostras. Comparado ao 4acido
sulfurico, o HCI é menos perigoso do ponto de vista da quimica verde e permite um
preparo mais rapido da amostra (Meinita et al., 2015). No entanto, recomenda-se uma
otimizagao adicional para determinar o volume ideal de acido e o tempo de exposi¢ao ao

micro-ondas, a fim de garantir consisténcia e reprodutibilidade da metodologia proposta.
8.3. QUIMICA ANALITICA VERDE

O método adaptado demonstrou uma redugdo substancial no consumo de
reagentes e no tempo de processamento, alinhando-se aos principios da Quimica Analitica
Verde (QAV). Em comparacdo ao método normalizado AOAC-NMKL, o tempo de
digestdo da amostra foi reduzido em mais de 96%, de 960 minutos (16 horas na estufa)
para apenas 35 minutos usando digestdo assistida por micro-ondas (DAM). Além disso,
o volume de 4cido utilizado diminuiu em 67%, de 30 mL de H>SO4 3,5 mol L™ para
apenas 10 mL de HC1 6 mol L.

Além da eficiéncia, a substituicdo do acido sulfurico por 4cido cloridrico
também representa uma melhoria ambiental consideravel. No contexto da QAV, o HCI ¢
considerado mais adequado do que o H>SOs para certas aplicagdes, como o pré-tratamento
de biomassa, devido a sua eficacia em temperaturas mais baixas e ao perfil de degradagao
mais favoravel (Zhang et al., 2021). Essas caracteristicas contribuem para menores
demandas de energia e reducao no volume de residuos quimicos gerados.

No geral, os resultados indicaram que o método de digestao assistida por micro-
ondas para quantifica¢do de colageno nao s6 melhora o rendimento analitico, mas também

reduz consideravelmente o impacto ambiental. Ao minimizar o uso de reagentes € o
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volume gerado de residuos, mantendo a conformidade regulatoria e o desempenho
analitico, esse método representa um avango relevante na analise de produtos carneos
sustentaveis e estd alinhado com as tendéncias globais atuais no universo da quimica de
alimentos.

A comparacdo entre os dois métodos avaliados em termos de critérios de QAV
revela uma vantagem do método de DAM sobre o procedimento AOAC-NMKL. Por
exemplo, com base na pontuagdo AGREE para o método proposto, a abordagem assistida
por micro-ondas obteve uma pontuagdo de 0,41, enquanto o método normalizado AOAC-
NMKL atingiu uma pontuagdo menor e, portanto, menos favoravel, de 0,27 (Figura 8).
Quando avaliado pela ferramenta AGREEprep, que foca especificamente nas etapas de
preparo da amostra, o método de hidrélise por micro-ondas obteve pontuagdo de 0,25,
comparado a 0,16 do método AOAC-NMKL (Figura 9).

Figura 8 — Comparagdo entre o teor verde das hidrdlises realizadas de acordo com o método tradicional AOAC-
NMKL e pela digestao assistida por micro-ondas por meio do softiware AGREE.

4 N
12

0.41
g

[ SCORE AGREE - [ SCORE AGREE - HIDROLISE J

HIDROLISE AOAC-NMKL EM MICRO-ONDAS

-

Fonte: Elaborada pela autora por meio do software AGREE.
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Figura 9 — Comparagdo entre o teor verde das hidrolises realizadas de acordo com o método tradicional AOAC-
NMKL e pela digestdo assistida por micro-ondas por meio do software AGREEprep.

©

~

Cond

4

HIDROLISE AOAC-NMKL HIDROLISE EM MICRO-OND

[ SCORE AGREEprep - [ SCORE AGREEprep - J
A

Fonte: Fonte: Elaborada pela autora por meio do sofiware AGREEprep.

Em ambos os sistemas de avaliagcdo, pontuacdes mais proximas a 1 indicam
melhor alinhamento com os principios da quimica analitica verde. Nas se¢des a seguir, ¢
apresentada uma comparacgdo entre os dois métodos, de acordo com os critérios de cada

um dos softwares, apresentados no Quadro 3.
8.3.1. Ciritérios do software AGREE

Os scores obtidos no software AGREE para as aberturas de acordo com o
método normalizado AOAC-NMKL e DAM apresentaram diferencas em alguns dos
critérios avaliados. O grafico apresentado na Figura 10 destaca o aumento dos scores nos

critérios 2,5, 8 e 11.
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Figura 10 — Comparag@o dos scores, por critério, das hidrélises realizadas pelos métodos AOAC-NMKL e
digestdo assistida por micro-ondas (DAM), gerados pelo sofiware AGREE.
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O critério 2 estabelece a quantidade minima de amostra necessaria para a analise,
a qual reduziu de 4,00 g no método normalizado AOAC-NMKL para 0,50 g no método
DAM, indicando uma diferenca positiva para o método de digestao assistida por micro-
ondas.

Ja o critério 5 esta relacionado a utilizagdo de métodos automatizados e/ou
miniaturizados. Em relagdo ao critério 5, o método de preparo de amostras AOAC-NMKL
possui grau de automatizagdo médio (semiautomatizado), uma vez que a hidrolise ¢é
realizada em estufa contendo apenas capacidade operacional de alteragdo de temperatura,
e a finalizacdo da etapa de hidrolise obrigatoriamente exigir a presenga de um operador
para retirada das amostras da estufa, além de nao ser miniaturizado, devido a quantidade
de reagente utilizado para hidrolisar as amostras. Ja em relagdo ao método DAM, o micro-
ondas apresenta grau de automatizagdo superior (automatico), pois o micro-ondas opera
com sensores de temperatura, pressdo, poténcia e programacao de tempo fixos, tornando
o procedimento mais preciso € seguro, uma vez que nao necessita da presenca de um
operador para a finalizagao dessa etapa, utilizando, além disso, menor volume de reagente
quando comparado ao método normalizado AOAC-NMKL.

O critério 8, por sua vez, avalia a quantidade de amostras que podem ser
preparadas em 1 h. No método AOAC-NMKL nao ¢ possivel preparar nenhuma amostra,
uma vez que apenas para a etapa de hidrolise em estufa sdo necessarias 16 h. O método

DAM, por sua vez, leva 35 min para a realizacao da hidrélise. Nessa abordagem podem
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ser preparadas até sete amostras em triplicata junto a um branco analitico, uma vez que o
rotor do micro-ondas possui capacidade para até 24 tubos por batelada de analise.

Por fim, o critério 11 do AGREE esta relacionado ao volume utilizado de
reagentes toxicos, apresentando uma melhora discreta no método DAM, pela utilizagdo
de menor volume de HCI, em contrapartida ao volume utilizado de H>SO4 no método

normalizado AOAC-NMKL.
8.3.2. Ciritérios do software AGREEprep

A diferenga de scores para os métodos de hidrolise AOAC-NMKL ¢ DAM
gerados a partir do software AGREEprep apresenta menor diferenca quando comparada
as pontuacdes do AGREE, onde o método DAM obteve score quase 50% superior. Ainda
assim, foram obtidos resultados superiores da DAM nos critérios 5 ¢ 6 no AGREEprep,
0 que contribuiu para um score sutilmente superior no método de preparo de amostras da
digestdo por micro-ondas em relagdo a hidrdlise tradicional do método normalizado

AOAC-NMKL (Figura 11).

Figura 11 - Comparagdo dos scores, por critério, das hidrdlises realizadas pelos métodos AOAC-NMKL e
digestao assistida por micro-ondas (DAM), gerados pelo sofiware AGREEprep.

Critérios - AGREEprep

0.8 —
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 P— —— g —4 _— L r——g

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Critério

Score

BAOAC-NMKL ODAM

No critério 5 € considerada a quantidade utilizada de amostra para o ensaio, a
qual diminuiu de 4,00 g no método AOAC-NMKL para 0,50 g na DAM, como visto no
critério 2 do software AGREE, o qual também apresentou aumento do score da DAM
nesse quesito. Ja o critério 6 do AGREEprep, assim como o critério 8 do AGREE, também
avalia o fluxo de amostras preparadas em 1 h, sendo o score superior no método DAM,

como apresentado anteriormente.
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Para ambos os softwares, embora o processo de preparo ainda ndo seja
totalmente "verde", devido a natureza de certas etapas — como o uso de agentes
complexantes e reagentes oxidativos — o método de micro-ondas usando acido cloridrico
reduz consideravelmente o impacto ambiental e a periculosidade das substancias
envolvidas quando comparado ao procedimento AOAC-NMKL convencional,

demonstrando um maior alinhamento com os principios da Quimica Analitica Verde pela
DAM.
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COSIDERACOES FINAIS

O desempenho do método normalizado AOAC-NMKL foi adequado em todos
os parametros de validagao, com linearidade satisfatoria (R*=0,9990), exatidao adequada
(recuperacdes de 103—104%) e repetibilidade e precisdo consistentes (CV < §8,8%). O
limite de quantificagdo foi adequado as necessidades regulatorias e a incerteza de medicao
permaneceu dentro dos limites aceitaveis (U = 4,6%). A aplicabilidade do método
implementado em amostras de produtos carneos provenientes de estabelecimentos
inspecionados pelo SIF apresentou resultados satisfatorios em rotina analitica, atendendo
ao proposito do servico de fiscalizagao.

A proposta da digestao assistida por micro-ondas (DAM) usando acido
cloridrico representa um avanco consideravel na determinacdo de hidroxiprolina e,
consequentemente, de coldgeno, em produtos carneos. Em comparacdo ao método
AOAC-NMKL, o protocolo DAM reduziu o tempo de digestdo em mais de 96% e o
volume de acido utilizado em 67%, utilizando um reagente mais alinhado com os
principios da Quimica Analitica Verde (HCl vs. H2SOa), tornando o procedimento
notavelmente mais ecoldgico e seguro para os analistas. A comparacdo estatistica
utilizando material de ensaio de proficiéncia confirmou a equivaléncia entre os métodos
em termos de desempenho analitico.

De maneira geral, o método de hidrélise por DAM esta alinhado aos principios
da Quimica Analitica Verde e oferece uma alternativa eficaz, escalavel e ambientalmente
correta para a quantificacao de colageno em laboratorios oficiais e na industria de carnes.
Quando aplicado a amostras de produtos carneos provenientes de estabelecimentos
inspecionados, o método gerou resultados validos. Apesar disso, ainda sd3o necessarias
otimizagdes complementares para garantir a reprodutibilidade da metodologia proposta.
A conformidade de todas as amostras utilizadas nos estudos deste trabalho evidencia o
comprometimento pela qualidade dos produtos cérneos brasileiros, sendo essencial o
controle da autenticidade desses produtos, além de fornecer o respaldo necessério pelos
laboratérios oficiais de controle quanto as acdes de intensificagdo da fiscalizacao de
carnes e seus subprodutos.

O método de hidrolise empregado pela AOAC-NMKL ¢ atualmente aplicado
nos laboratorios oficiais do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) para monitorar
e avaliar a conformidade de produtos carneos com os limites regulatorios para teor de

colageno. O protocolo DAM alternativo sera proposto formalmente como um
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aprimoramento do método oficial, com o objetivo de aumentar o rendimento analitico e

expandir consideravelmente a capacidade de analises fiscais de rotina.
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