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RESUMO 
 
 
A oxidação lipídica é um dos principais fatores limitantes da qualidade e 
aceitabilidade da carne e seus derivados e o produto majoritário das reações 
oxidativas em lipídios é o malonaldeído (MDA). Vários são os métodos utilizados 
para a avaliação da oxidação lipídica em carnes, o mais empregado baseia-se na 
quantificação do complexo formado na reação entre o MDA e o ácido 2-tiobarbitúrico 
(TBA). O objetivo deste estudo foi validar um método rápido e específico de 
quantificação do complexo MDA-TBA2 em carnes por cromatografia líquida de alta 
eficiência (HPLC). O método foi validado de acordo com a Resolução 899/2003 da 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e apresentou parâmetros 
adequados de desempenho. Os limites de detecção e de quantificação foram de 1,0 
x 10-2 μmol L-1 e de 3,4 x 10-2 μmol L-1, respectivamente. A linearidade foi avaliada no 
intervalo de concentração de 8,5 x 10-2 a 1,4 μmol L-1 e o método mostrou-se robusto 
para variações de temperatura da coluna (30 ºC), pH do tampão (6,5 e 7,5), 
proporção da fase móvel (metanol:tampão fosfato 35:65 e 25:75) e de fluxo (0,90 e 
1,05 mL min-1). A precisão e a exatidão encontraram-se dentro dos parâmetros da 
resolução. Algumas vantagens do método são a rapidez e a sensibilidade, a ampla 
faixa de linearidade, o que possibilita a quantificação de MDA em carnes com alto ou 
baixo grau de oxidação lipídica. Os filés de frango avaliados apresentaram valores 
médios entre 0,042 e 0,063 mg de MDA kg-1 de carne e os lombos suínos variaram 
entre 0,112 e 0,235 mg de MDA kg-1 de carne. 

 
Palavras-chave: MDA. HPLC. TBARS. Validação. 
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ABSTRACT 
 
 
The lipid oxidation is one the main factors that affecting the quality and acceptability 
of meat and meat products and the major product of lipid oxidation reactions in meat 
is the malonaldehyde (MDA). Several methods are used to asses lipid oxidation in 
meat, the most used is based on the quantification of the complex formed in the 
reaction MDA and 2-thiobarbituric acid (TBA). The aim this work was validate a rapid 
and specific method of quantification of MDA-TBA2 complex in meat by high 
performance liquid chromatography (HPLC). The method was validate according to 
Brazilian Resolution 899/2003 of Brazilian Health Surveillance Agency (ANVISA) and 
presented adequate performance parameters. The limit of detection was 1.0 x 10-2 

μmol L-1 and the limit of quantification was 3.4 x 10-2 μmol L-1. Linearity was evaluated 
in concentration range of 8.5 x 10-2 to 1.4 μmol L-1 and the method was robustness 
for variations in column temperature (30 ºC), phosphate buffer pH (6.5 e 7.5), 
proportion of mobile phase (methanol:phosphate buffer 35:65 e 25:75) and flow (0.90 
e 1.05 mL min-1). The accuracy and precision were in accordance with the resolution 
parameters. Some advantages of method were rapidity, sensiblity, the wide linear 
range, which allows the quantification of MDA in meats with high and low lipid 
oxidation degree. The evaluated chicken fillets had mean values between 0.042 and 
0.063 mg of MDA kg-1 of meat and pork loins varied between 0.112 and 0.235 mg of 
MDA kg-1 of meat.  
 
Key words: MDA. HPLC. TBARS. Validation. 
 



LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Fases das principais reações de oxidação lipídica e 

precursores do MDA ................................................................ 19 

Figura 2 – Alguns dos produtos de reação da oxidação lipídica ............... 20 

Figura 3 – Reação entre o malonaldeído (MDA) e moléculas de 

ácido tiobarbitúrico (TBA) ........................................................ 25 

Figura 4 – Reação entre malonaldeído e 2,4-dinitrofenilhidrazina 

para formação do produto 1-(2,4-dinitrofenil)pirazol ................ 26 

Figura 1 (artigo)  – Curva analítica obtida para o padrão de MDA em matriz ........ 44 

Figura 2 (artigo) – Cromatogramas (HPLC-PDA, λ=532 nm) e espectros 

UV-Vis obtidos para: A) Padrão MDA (0,43 μmol L-1) 

em matriz extraída de carne de frango e; B) Amostra 

extraída de carne de frango ..................................................... 46 

Figura 3 (artigo) – Cromatograma (HPLC-PDA, λ=532 nm) obtido para 

determinação de MDA-TBA2 em amostra de lombo 

suíno (Longissimus dorsi) e espectro UV-Visível .................... 49 

 



LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Teste de TBARS utilizando diferentes quantidades de solução de 

TCA, com e sem EDTA, no processo de extração em filés de 

frango para verificar as melhores condições experimentais ................... 42 

Tabela 2 – Parâmetros de validação para o método de quantificação de 

MDA em carnes por HPLC (n=9)............................................................ 43 

Tabela 3 – Variação das áreas de pico em função da variação dos 

parâmetros para teste de robustez ......................................................... 47 

Tabela 4 – Quantidades médias de mg de MDA kg-1 de filé de frango 

(Pectoralis major) para 4 marcas comerciais avaliadas (n=9) ................ 48 

Tabela 5 – Quantidades médias de mg de MDA kg-1 de lombo suíno 

(Longissimus dorsi) para 3 marcas comerciais avaliadas (n=6) ............. 50 

 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

ABPA Associação Brasileira de Proteína Animal 

AGPI Ácido Graxo Poli-Insaturado 

ANOVA Análise de Variância 

ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

GC Cromatografia gasosa (Gas Chromatography) 

CMD Concentração média determinada 

DNPH 2,4-dinitrofenilhidrazina 

DP Desvio padrão 

DPa Desvio padrão do intercepto com o eixo Y 

DPR Desvio padrão relativo 

EDTA Ácido etilenodiaminotetracético 

EPA Agência de Proteção Ambiental Americana (Environmental 

Protection Agency) 

ERN Espécies reativas ao Nitrogênio 

ERRO Espécies reativas ao Oxigênio 

FDA Agência de controle de medicamentos e alimentos norte-americana 

(Food and Drugs Administration) 

GPx Glutationa peroxidase 

HO• Radical hidroxila 

HPLC Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (High Performance Liquid 

Chromatography) 

IC Inclinação da curva analítica 

ICH Conferência Internacional sobre Harmonização (International 

Conference on Harmonisation) 

INMETRO Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade 

Industrial 

L• Radical alquila 

LC Cromatografia líquida (Liquid Chromatography) 

LD Limite de detecção 

LO• Radical alcoxila 

LOO• Radical peroxila 

LOOH Hidroperóxido 



LQ  Limite de quantificação 

MDA Malonaldeído 

PDA Detector de arranjo de fotodiodos (Photodiode Array) 

r Coeficiente de correlação linear 

r² Coeficiente de determinação 

RP Fase reversa (Reversed Phase) 

SINDIAVIPAR Sindicato das Indústrias de Produtos Avícolas do Estado do Paraná 

TBA Ácido 2-Tiobarbitúrico 

TBARS  Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (2-Thiobarbituric 

Acid Reactive Substances) 

TCA Ácido tricloroacético 

TEP 1,1,3,3-tetraetoxipropano 

tR Tempo de retenção 

UHPLC Cromatografia líquida de ultra-alta resolução (Ultra High 

Performance Liquid Chromatography) 

UV-Vis Ultravioleta-Visível 

 



SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ........................................................................................... 13 

 

2 OBJETIVOS ............................................................................................... 15 

2.1 OBJETIVO GERAL .......................................................................................... 15 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ............................................................................... 15 

 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ...................................................................... 16 

3.1 OXIDAÇÃO LIPÍDICA ....................................................................................... 16 

3.2 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICÊNCIA – HPLC ................................... 20 

3.3 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS .............................................................................. 22 

3.4 DETERMINAÇÃO DE OXIDAÇÃO LIPÍDICA EM CARNES E PRODUTOS 

CÁRNEOS ..................................................................................................... 24 

4 MATERIAL E MÉTODOS ........................................................................... 28 

4.1 REGENTES E SOLUÇÕES ................................................................................ 28 

4.2 AMOSTRAS .............................................................................................................................. 28 

4.3 MÉTODOS..................................................................................................... 28 

4.3.1 Método de Avaliação de Oxidação Lipídica ................................................ 28 

4.3.1.1 Extração das substâncias reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico ...................... 28 

4.3.1.2 Determinação de TBARS por HPLC ........................................................... 29 

4.3.1.2 Condições cromatográficas ........................................................................ 29 

4.3.2 Validação do Método .................................................................................. 30 

4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA ................................................................................... 31 

 

5 RESUTADOS E DISCUSSÃO ................................................................... 32 

5.1 ARTIGO CIENTÍFICO ....................................................................................... 33 

 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS ....................................................................... 54 

 

REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 55 

 

ANEXO A – Normas para submissão de artigos da revista Journal of the 

Brazilian Chemical Society ................................................................... 61 



13 

 

1 INTRODUÇÃO  

 

A carne é um alimento com elevada densidade e variedade de 

nutrientes altamente biodisponíveis por quilocaloria e é a principal fonte de vitamina 

B12 da dieta humana. Por essas qualidades e por seu apelo sensorial, a carne e 

seus derivados têm grande destaque nas dietas do mundo inteiro e movimentam um 

grande montante em dinheiro (GUGGISBERG, RISSE, HADORN, 2012; 

DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010). 

Em 2015, a indústria avícola brasileira, segundo o Sindicato das 

Indústrias de Produtos Avícolas do Estado do Paraná (SINDIAVIPAR), exportou 4,3 

bilhões de toneladas de carne de frango, arrecadando quase US$ 7,1 trilhões, sendo 

o estado do Paraná o maior exportador do país, responsável por 34% desse total. A 

produção total do estado foi de 13,1 milhões de toneladas de carne de frango, 

segundo a Associação Brasileira de Proteína Animal (ABPA) (SINDIAVIPAR, 2016; 

ABPA, 2016). Ainda segundo a ABPA, a produção brasileira de carne suína cresceu 

4,95% em 2015, totalizando 3,6 milhões de toneladas e a exportação aumentou 

9,7%, chegando a 555,1 mil toneladas embarcadas (ABPA, 2016). 

O aumento da demanda, entretanto, faz com que se aumente 

também a exigência do consumidor que preza pela qualidade da carne adquirida. A 

qualidade da carne pode ser percebida por atributos sensoriais (cor, sabor e textura), 

nutricionais (quantidade de gordura, perfil de ácidos graxos, proteínas, teor de 

vitaminas e minerais) e sanitários (controle de microrganismos e ausência de 

resíduos químicos) (SOYER et al., 2010; ORDÓÑEZ, 2005). 

O metabolismo animal e sua composição antes do abate são fatores 

que afetam diretamente a qualidade da carne e a estabilidade de sua fração lipídica. 

O equilíbrio entre substâncias antioxidantes, como a vitamina E e glutationa 

peroxidase (GPx) e substâncias pró-oxidantes, como o conteúdo de ferro livre e 

quantidade de ácidos graxos poli-insaturados (AGPIs) existente no músculo antes do 

abate ajuda a definir a extensão dos processos oxidativos na carne post-mortem 

(PARK et al., 2012; YANG et al., 2002). 

Os processos oxidativos além de comprometerem a aceitação 

sensorial dos produtos cárneos podem ter como produtos de reação alguns 

componentes tóxicos ou que possam trazer malefícios à saúde do consumidor 

(UTRERA, ESTÉVEZ, 2013; PARK et al., 2012). Sendo assim, a oxidação lipídica 
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torna-se o principal fator de perda de qualidade e aceitabilidade da carne e seus 

derivados, pois resulta em perda de nutrientes e reduz a vida útil do produto cárneo 

(YANG et al., 2002; SUN et al., 2001; MORRISSEY et al., 1998). 

São produzidos durante as reações de oxidação lipídica variados 

compostos voláteis, como o malonaldeído (MDA), que reage com o ácido 2-

tiobarbitúrico (TBA) em meio ácido formando um complexo colorido amplamente 

quantificado em análises de avaliação da extensão da oxidação lipídica em produtos 

cárneos (DUAN et al., 2015; BARBOSA et al., 2008; ULU, 2004; KARATAS, 

KARATEPE, BAYSAR, 2002). O complexo pode ser medido em espectrofotômetro 

em 532 nm, mas também pode ser analisado por cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) (MENDES, CARDOSO, PESTANA, 2009; MATEOS et al., 2005).  

A análise de MDA por HPLC, embora seja mais complexa que a 

análise por espectrofotometria, é mais específica e sensível, o que aumenta a 

confiabilidade dos dados obtidos (OSAWA, FELÍCIO, GONÇALVES, 2005). A 

qualidade das medições químicas, porém, deve ser confirmada por meio de uma 

validação do método analítico (RIBANI et al., 2004), que “deve garantir, através de 

estudos experimentais, que o método atenda às exigências das aplicações 

analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados” (BRASIL, 2003). 

Diante do constante crescimento econômico do setor de carnes e da 

preocupação com a qualidade da carne oferecida ao consumidor, este estudo 

buscou validar um método rápido e específico de quantificação do complexo MDA-

TBA2 por HPLC.  



15 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Desenvolver um método rápido e específico para determinação do 

complexo MDA-TBA2 por cromatografia líquida de alta eficiência 

para avaliar a extensão da oxidação lipídica em carnes de frango e 

suínos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Validar o método de avaliação de oxidação lipídica por HPLC para 

carnes de frango e suína, de acordo com a Resolução número 

899/2003 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

(BRASIL, 2003).  

 Testar o método proposto em filés de frango e lombos suínos de 

diferentes marcas comerciais obtidas no comércio local. 

 Adaptar a extração de malonaldeído para carnes de frango e suínos 

para posterior determinação por cromatografia líquida de alta 

eficiência. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 OXIDAÇÃO LIPÍDICA 

 

A fração de gordura é uma importante parte dos componentes 

básicos da carne, tal como água e proteínas. A presença lipídica na carne e seus 

produtos é importante para fatores relacionados à aceitação do consumidor, como a 

suculência, sabor e aroma, mas também está intimamente ligada a processos 

oxidativos por ser facilmente oxidável (ORDÓÑEZ, 2005; MORRISSEY et al., 1998).  

Os processos oxidativos produzem substâncias indesejáveis na 

carne e causam a redução da qualidade dos alimentos. Os produtos gerados além 

de produzirem sabores e odores desagradáveis também levam a degradação de 

constituintes essenciais como os ácidos graxos linoleico e linolênico (das famílias 

ômega 6 e ômega 3, respectivamente), ocasionando decréscimo no valor nutricional 

do alimento e oxidação de outros constituintes da carne, como as proteínas (YANG 

et al, 2002). Dentre os processos oxidativos, a oxidação lipídica é considerada a 

mais danosa ao alimento, sendo considerada uma das principais causas da perda 

de qualidade dos produtos à base de carne crus e cozidos durante o 

armazenamento refrigerado ou congelado (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 

2010; GRAY, MONAHAN, 1992). 

A principal fração de gordura responsável pela oxidação lipidíca é a 

fração de ácidos graxos, em especial os ácidos graxos poli-insaturados (AGPIs), 

pois suas insaturações na cadeia carbônica são energeticamente mais susceptíveis 

a oxidação, e dessa maneira a composição de ácidos graxos de um produto cárneo 

pode interferir diretamente em sua vida útil, devido a possível formação de ranço, 

mudanças de coloração e aromas desagradáveis (RODRIGUES, CAMARGO, 2010; 

UCHIDA, 2003; WOOD et al., 2003). 

As reações de oxidação são na maioria das vezes indesejáveis nos 

alimentos e muitos estudos direcionam-se na tentativa de retardar ou suprimir o 

processo oxidativo, seja por meio da aplicação de agentes antioxidantes, emprego 

de técnicas de processamento e embalagem ou adição de produtos químicos. As 

condições adequadas de armazenamento e embalagem conseguem ser úteis e 

colaboram para desacelerar ou inibir esses processos, como a refrigeração e 

embalagens com atmosfera modificada sem a presença de oxigênio, que preservam 
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por mais tempo as características desejáveis do produto cárneo (DAMODARAN, 

PARKIN, FENNEMA, 2010; SOYER et al., 2010). Particularmente, a presença de 

ferro, cobre e outras substâncias metálicas no meio celular promove o efeito 

catalítico da oxidação lipídica e o controle dessas reações torna-se mais complexo 

(DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010).  

As reações de oxidação lipídica iniciam-se no sistema biológico por 

ação de radicais livres e ocorrem em maior proporção quando há um desequilíbrio 

entre agentes pró-oxidantes e antioxidantes nos tecidos animais. Quando vivos, os 

tecidos mantêm-se íntegros por mais tempo devido à ação dos mecanismos de 

defesa do organismo, entretanto quando as atividades vitais são cessadas as 

reações pró-oxidantes são favorecidas. Isso acontece porque a queda do pH 

durante a transformação do músculo em carne, além de favorecer as reações 

oxidativas energeticamente, desestrutura também a compartimentalização celular, 

liberando no meio íons metálicos, que atuam como catalisadores dessas reações, e 

enzimas que atuam principalmente favorecendo o sistema pró-oxidante (ESTÉVEZ, 

2015; CZAUDERNA, KOWALCZYK, MAROUNEK, 2001; RAHARJO, SOFOS, 1993; 

GRAY, MONAHAN, 1992). 

O estresse oxidativo em sistemas biológicos é caracterizado quando 

as reações pró-oxidantes são favorecidas no meio, e fazem com que ocorram 

reações oxidativas no organismo danificando principalmente os lipídios, proteínas e 

ácidos nucleicos. As membranas celulares que são constituídas de uma bicamada 

lipídica com proteínas dispersas também são importantes alvos das espécies 

reativas ao oxigênio (ERO) e espécies reativas ao nitrogênio (ERN) e, por esse 

motivo, o estresse oxidativo é constantemente relacionado ao desenvolvimento de 

doenças como o câncer, aterosclerose, doenças cardiovasculares e do fígado e, 

devido à formação de radicais livres, ao processo de envelhecimento (ESCRIBÁ, 

NICOLSON, 2014; VASCONCELOS et al., 2007; CZAUDERNA, KOWALCZYK, 

MAROUNEK, 2001; JORDÃO JÚNIOR et al., 1998; CORDIS et al., 1994).  

Oxidação lipídica é um termo genérico para designar uma sequência 

de reações envolvendo lipídios e oxigênio e que tem como consequências 

alterações químicas diversas nas estruturas lipídicas. Ácidos graxos esterificados em 

triacilgliceróis e fosfolipídios podem ser alvos de reações oxidativas, que ocorrem em 

cadeia, e que levam a formação de hidroperóxidos na carne, produtos primários 

bastante instáveis de oxidação lipídica. A quebra destes produtos primários resulta 
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na formação de produtos secundários, moléculas pequenas e voláteis responsáveis 

pela formação de aromas e sabores indesejados, tais como aldeídos, cetonas, 

álcoois e ácidos, e que em concentrações mais altas, podem desenvolver sabores e 

aromas de pintura, metal, papel e até de vela nos alimentos (DAMODARAN, 

PARKIN, FENNEMA, 2010; MENDES, CARDOSO, PESTANA, 2009). 

Os radicais livres são os principais responsáveis pelas reações de 

oxidação lipídica e essas espécies podem variar muito inclusive em potencialidade 

nociva. O radical hidroxila (HO•) é um exemplo de radical de energia muito alta e 

que consegue remover facilmente hidrogênio das moléculas lipídicas. As reações de 

oxidação lipídica ocorrem em três fases: fase de iniciação, propagação e terminação 

(ESTÉVEZ, 2015; VASCONCELOS et al., 2007; BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006; 

VANNUCCHI et al., 1998). 

A Figura 1 apresenta um esquema das fases e reações da oxidação 

lipídica e os precursores do MDA. Na primeira fase das reações o AGPI sofre ataque 

de uma espécie que é suficientemente reativa para abstrair um átomo de hidrogênio 

a partir de um grupo metileno (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010; LIMA, 

ABDALLA, 2001).  A oxidação de um AGPI, entretanto, pode também ser iniciada 

por sistemas enzimáticos, por meio da ação de enzimas como as peroxidases e 

dioxigenases (LIMA, ABDALLA, 2001).  

Na etapa de propagação, em meio aeróbio, ocorre a adição de 

oxigênio singlete (1O2) ao radical alquila, formando radicais peroxila (LOO•) de alta 

energia. Estes radicais abstraem hidrogênios de outras moléculas, principalmente 

AGPIs, e resultam em hidroperóxidos (LOOH) e novos radicais alquila (L•) que 

continuam a fase de propagação. Íons de metais de transição, como Fen+ e Cun+, 

podem participar do processo catalisando a formação de radicais lipídicos alcoxila 

(LO•), peroxila (LOO•) e hidroxila (HO•) a partir dos hidroperóxidos formados. Por 

serem instáveis, os hidroperóxidos decompõem-se formando compostos menores 

como os aldeídos MDA e 4-hidroxinonenaldeído (DAMODARAN, PARKIN, 

FENNEMA, 2010; VASCONCELOS et al., 2007; LIMA, ABDALLA, 2001). 

A terceira fase das reações é a de terminação, as etapas envolvidas 

neste momento são as de combinações de radicais para a formação de compostos 

não radicalares, e, portanto, menos reativos. Esta fase é limitada pelas fases de 

iniciação e propagação (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010; 

VASCONCELOS et al., 2007; LIMA, ABDALLA, 2001). 
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Figura 1 - Fases das principais reações de oxidação lipídica e precursores do MDA 

 
 

 

Os principais produtos da oxidação lipídica são os aldeídos, como o 

malonaldeído que é o produto mais abundante resultante da peroxidação lipídica, 

cetonas e óxidos de colesterol, alguns produtos de oxidação estão apresentados na 

Figura 2. Esses produtos são conhecidos por serem causadores de danos biológicos 

in vivo e consequentemente ocasionarem problemas de saúde. São responsáveis 

por alterações nas características sensoriais e nutritivas de carnes e produtos 

cárneos (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010; BARREIROS, DAVID, DAVID, 

2006).   

O MDA é um dialdeído volátil de baixa massa molar, 72 g mol-1, 

contém apenas três carbonos que formam uma cadeia curta 1,3-dicarbonil, 

produzido pela degradação oxidativa de AGPIs com três ou mais ligações duplas. É 

uma molécula altamente citotóxica capaz de alterar processos fisiológicos em 

animais e seres humanos. Por ser um dos principais produtos da oxidação lipídica e 

por sua alta reatividade, é bastante utilizado como medida indireta da extensão da 

oxidação lipídica e como biomarcador de estresse oxidativo em meios biológicos 

(DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010; UCHIDA, 2003; CZAUDERNA, 

KOWALCZYK, MAROUNEK, 2001; RAHARJO, SOFOS, 1993).  
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Figura 2 - Alguns dos produtos de reação da oxidação lipídica 

 
Fonte: Adaptado de BARREIROS, DAVID, DAVID (2006). 

 

 

O malonaldeído é extensamente explorado como marcador de 

oxidação lipídica e o teste de TBARS é a técnica mais frequentemente usada e 

recomendada para carnes e produtos cárneos (BARRIUSO, ASTIASARÁN, 

ANSORENA, 2013; ULU, 2004). 

 

3.2 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA - HPLC  

 

Os sistemas de HPLC atualmente são constituídos de alguns 

componentes básicos de operação, como a bomba de alta pressão, que elui a fase 

móvel ao longo do sistema cromatográfico; a válvula de injeção manual ou 

autoamostrador, utilizados para a introdução da amostra; a coluna analítica, 

considerada a peça fundamental e mais importante do sistema cromatográfico, na 

qual acontece a separação dos componentes da amostra; o detector, responsável 

por identificar a presença de componentes e emitir um sinal elétrico a ser registrado 

durante a corrida cromatográfica e, na saída do detector, tem-se o sistema de 

gerenciamento dos experimentos e aquisição de dados, responsável pelo 
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armazenamento dos sinais e produção de gráficos, conhecidos como 

cromatogramas (NAZARIO et al., 2015; VON MÜHLEN, LANÇAS, 2004; DEGANI, 

CASS, VIEIRA, 1998). 

As colunas analíticas mais empregadas em HPLC são feitas de aço 

inoxidável, de comprimento e diâmetro interno variados, e recheadas com material 

particulado que se mantém fixo, que é chamado de fase estacionária. O 

desenvolvimento dessas colunas foi um fator que proporcionou grande avanço na 

área da HPLC, as primeiras colunas empacotadas para essa finalidade possuíam 

partículas de tamanho irregular em torno de 30 μm. Por volta de 1980, foram 

substituídas por partículas menores e de morfologia esférica. Mas o avanço que 

possibilitou melhor separação dos componentes foi o surgimento de partículas com 

diâmetros de 5 e 3 μm. Atualmente, tem-se colunas elaboradas com partículas que 

variam de 1,5 - 2,0 μm, mas que são empregadas em sistemas que operam a 

pressões ainda mais elevadas, são os sistemas de cromatografia líquida de ultra-alta 

performance (UHPLC, do inglês Ultra High Performance Liquid Chromatography). 

Devido as altas pressões empregadas em sistemas com partículas micrométricas, os 

solventes usados devem possuir alta pureza (NOVÁKOVÁ, SOLICHOVÁ, SOLICH, 

2006; SKOOG et al., 2006; SILVA et al., 2004). 

A sílica é o material mais utilizado como suporte devido a suas 

qualidades técnicas como estabilidade mecânica e térmica, rigidez e eficiência no 

processo de separação. Quando a fase estacionária responsável pela separação é a 

sílica ou algum material de natureza altamente polar, a cromatografia se diz ocorrer 

em fase normal. Quando, porém, algum material de natureza apolar é quimicamente 

ligado ou imobilizado sobre a silica, chama-se de cromatrografia em fase reversa 

(RP, do inglês Reversed Phase), como é o exemplo das colunas do tipo C8 e C18, 

cujos grupos quimicamente ligados são o octil (C8) e o octadecil (C18). Segundo 

Skoog et al. (2006), estima-se que mais de três quartos de todas as separações 

feitas por HPLC são realizadas em RP (MALDANER, COLLINS, JARDIM, 2010; 

SKOOG et al., 2006; SILVA et al., 2004).  

Os detectores mais comuns utilizados em cromatografia líquida são 

o de índice de refração, por possuirem seletividade universal e os 

espectrofotométricos na região ultravioleta-visível (UV-Vis ou PDA), sendo que o de 

arranjo de fotodiodos (PDA, do inglês Photodiode Array) possiblita a obtenção do 

espectro de absorção UV-Vis dos componentes da amostra. Os detectores de 
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fluorescência são mais sensíveis e seletivos que os detectores de UV-Vis ou de 

índice de refração pois são capazes de medir a intensidade de fluorescência emitida 

pelos analitos quando excitados por radiação UV. Devida a elevada sensibilidade, os 

fluorímetros são muito utilizados para análise de traços quando o tamanho da 

amostra é reduzido ou a concentração do analito é baixa (SKOOG et al., 2006). 

Para análises de oxidaçao lipídica em carnes por HPLC a fase mais 

utilizada é a RP e os detetores são o de arranjo de fotodiodos, que identificam 

compostos na região ultravioleta-visível (UV-Vis), e o de fluorescência 

(PAPASTERGIADIS et al., 2014; CZAUDERNA, KOWALCZYK, MAROUNEK, 2001; 

BERGAMO et al., 1998; RAHARJO, SOFOS, 1993). 

 

3.3 VALIDAÇÃO DE MÉTODO 

 

Para garantir a efetividade do método e confiabilidade dos dados um 

método analítico não pode ser desenvolvido e colocado em prática sem que sua 

validação seja realizada. Sendo assim, um método analítico desenvolvido ou 

modificado, deve passar por um processo de avaliação que ateste a sua eficiência 

em uso de rotina, denominado validação. Esta consiste em um processo contínuo 

que se inicia por um processo de estratégia e é continuado por seu desenvolvimento 

e modificações necessárias no decorrer das análises (ARAGÃO, VELOSO, 

ANDRADE, 2009; RIBANI et al., 2004; LANÇAS, 2004).  

A partir da década de 1970, a validação passou a ser importante 

devido a enorme variabilidade de dados obtidos em análises toxicológicas estudadas 

por órgãos do governo norte-americano. Por iniciativa da agência americana 

responsável pela fiscalização dos remédios e alimentos (FDA, do inglês Food and 

Drugs Administration) e da Agência de Proteção Ambiental Americana (EPA), criou-

se o sistema denominado ISO/IEC-25 (do inglês International Organization for 

Standarization/International Electrotechnical Commission) com a finalidade de 

padronizar as exigências a serem seguidas em laboratórios e tornar os resultados 

internacionalmente aceitos (LANÇAS, 2009). 

A validação de um método analítico, embora seja trabalhosa, é 

necessária para garantir características importantes nas análises posteriores, como 

comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, exigências atuais para que se 

evitem decisões desastrosas e prejuízos financeiros irreparáveis, causados por 
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resultados errôneos provenientes de análises não confiáveis. Além disso, as 

validações trazem por consequências maior qualidade no desenvolvimento de 

produtos e controle dos processos envolvidos (KHAN et al., 2013; ARAGÃO, 

VELOSO, ANDRADE, 2009;  RIBANI et al., 2004; LANÇAS, 2004).  

Na validação de métodos analíticos, alguns parâmetros são 

requisitados de forma recorrente, em documentos nacionais ou internacionais, com 

nomes semelhantes ou um pouco divergentes. Os parâmetros analíticos 

normalmente encontrados para validação são: seletividade, faixa linear, precisão 

intermediária, exatidão, limite de detecção, limite de quantificação e robustez. Esses 

termos também podem ser chamados de parâmetros de desempenho analítico, 

características de desempenho, ou ainda de figuras analíticas de mérito. Os 

parâmetros, suas denominações e suas formas de serem calculados podem variar 

de acordo com o protocolo de validação utilizado (BRASIL, 2011; ARAGÃO, 

VELOSO, ANDRADE, 2009; RIBEIRO et al., 2008; ICH, 2005; LANÇAS, 2004; 

RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2003).  

Em análises cromatográficas, a especificidade e a seletividade 

avaliam a capacidade do método em medir o composto de interesse na presença de 

outros componentes da matriz, sem interferências no tempo de retenção do analito. 

A linearidade avalia a proporcionalidade direta entre os resultados obtidos e a 

concentração do analito na amostra, e é estudada dentro de um intervalo específico. 

O valor de limite de detecção expressa a menor quantidade detectável do analito 

presente em uma amostra, este parâmetro pode ser chamado também de 

sensibilidade. O limite de quantificação expressa a menor quantidade do analito que 

pode ser determinado em uma amostra apresentando precisão e exatidão 

aceitáveis. A precisão avalia a proximidade dos resultados obtidos quando são feitas 

diferentes medidas de uma mesma amostra em dias diferentes, no mesmo dia e em 

diferentes laboratórios. A exatidão expressa a proximidade entre os resultados 

obtidos pelo método e o valor verdadeiro que devem estar entre 80 a 120% do valor 

teórico do teste. A robustez avalia a capacidade do método em resistir a pequenas 

variações dos parâmetros analíticos, como proporção da fase móvel, temperatura da 

coluna, pH da fase móvel e lote ou fabricante da coluna (BRASIL, 2003).  

Os protocolos para validar um método podem variar de acordo com 

a área que atendem, e podem ser estabelecidas por órgãos ou entidades privadas. 

Nos Estados Unidos, por exemplo, há a EPA que dá orientações sobre validação de 
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métodos na área específica de Química Ambiental, enquanto que em outras áreas, 

como a farmacêutica, existem protocolos de maior abrangência de utilização, que 

vão além da análise em fármacos e, não tem caráter apenas nacional, como o guia 

de validação da Conferência Internacional sobre Harmonização (ICH), cuja 

elaboração é feita por Japão, União Europeia e Estados Unidos (RIBEIRO et al., 

2008; ICH, 2005). Essas organizações têm como principal objetivo aumentar a 

reprodutibilidade dos resultados obtidos, a fim de que sejam aceitos 

internacionalmente por meio de padronização de exigências (LANÇAS, 2004). 

No Brasil, dois órgãos regulamentam a validação de métodos 

analíticos, sendo um deles uma agência reguladora, a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), cuja RDC número 899 de maio de 2003 (BRASIL, 

2003) é um guia de validação de métodos analíticos e bioanalíticos e a resolução 

mais atual, RDC número 27 de maio de 2012 (BRASIL, 2012), dispõe sobre os 

ensaios bioanalíticos com fins de registro e pós-registro de medicamentos, e o outro 

o INMETRO que por meio do documento DOQ-CGCRE-008, de julho de 2011 

(BRASIL, 2011), orienta sobre validação de métodos analíticos.  

 

3.4 DETERMINAÇÃO DE OXIDAÇÃO LIPÍDICA EM CARNES E PRODUTOS CÁRNEOS 

 

Na área de alimentos, diversos são os métodos empregados para 

analisar a oxidação lipídica, visto que os alimentos quando sofrem processos 

oxidativos têm perdas nutricionais e principalmente sensoriais que acarretam na 

baixa aceitação do consumidor. Os testes empregados geralmente analisam os 

produtos primários de oxidação, os peróxidos, ou os produtos secundários, cetonas 

e aldeídos principalmente. Os radicais livres também podem ser medidos por 

ressonância paramagnética eletrônica, entretanto o alto custo e a complexa 

interpretação exigida inviabilizam a expansão da técnica (BARRIUSO, 

ASTIASARÁN, ANSORENA, 2013).  

Os métodos utilizados para identificação dos peróxidos podem ser 

titulação, espectrofotometria UV-Vis, cromatografia, quimiluminescência, e 

espectroscopia no infravermelho, sendo a titulação o método mais empregado. Para 

identificação dos produtos secundários de baixa massa molecular são utilizadas, a 

cromatografia, a espectrofotometria UV-Vis e a fluorescência, identificando 

principalmente os aldeídos (BARRIUSO, ASTIASARÁN, ANSORENA, 2013). 
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Em carnes, o método mais frequentemente empregado para avaliar 

a extensão da oxidação lipídica é o teste de TBARS (Substâncias Reativas ao Ácido 

2-Tiobarbitúrico, do inglês 2-Thiobarbituric Acid Reactive Substances), por 

identificação espectrofotométrica. Este método é muito criticado pela baixa 

sensibilidade e seletividade e, por isso, os métodos cromatográficos vêm sendo 

utilizados como uma alternativa mais confiável (PAPASTERGIADIS et al., 2014; 

RAHARJO, SOFOS, 1993; LADIKOS, LOUGOVOIS, 1990). 

No teste de TBARS o MDA é derivatizado por meio de reação em 

meio ácido com o TBA. Duas moléculas de TBA reagem com uma molécula de MDA 

formando um complexo de coloração rosa/vermelha que é quantificado por HPLC-

PDA ou em espectrofotômetro em 532 nm (Figura 3), por meio de uma curva 

analítica. Como padrão para a análise quantitativa é usado comumente o 1,1,3,3-

tetraetoxipropano (TEP), o qual libera MDA em solução após hidrólise ácida à 

quente. Neste teste, entretanto, não somente o MDA se associa ao TBA, mas sim 

todas as substâncias reativas ao TBA que apresentem carbonilas, como cetonas, 

açúcares, proteínas e aldeídos. Por esse motivo o teste de TBARS é considerado 

comparativo e pouco seletivo, entretanto tem alta sensibilidade e é bastante útil para 

a avaliação da extensão da oxidação lipídica em função do tempo (MENDES, 

CARDOSO, PESTANA, 2009; VASCONCELOS et al., 2007; GOMES et al., 2003; 

SILVA, BORGES, FERREIRA, 1999). 

 
Figura 3 - Reação entre o malonaldeído (MDA) e duas moléculas de ácido 2-
tiobarbitúrico (TBA) 

 
Fonte: Adaptado de VASCONCELOS et al. (2007). 

 

Diferentes tipos de extração da amostra podem ser realizados para 

análise de TBARS em alimentos, como a destilação, extração ácida e extração 

lipídica com solventes orgânicos. Pikul, Leszczynski e Kummerow (1989) testaram 

estes três métodos e recomendaram a extração ácida para carnes de frango 

congeladas ou refrigeradas, argumentando que esta opção é mais rápida e simples. 
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Após o procedimento inicial, o extrato é colocado sob aquecimento para reação com 

o TBA e posterior quantificação por espectrofotometria (OSAWA, FELÍCIO, 

GONÇALVES, 2005).  

Mesmo com adaptações, o teste de TBARS espectrofotométrico é 

pouco específico, bastante criticado e sofre muitas interferências da matriz alimentar. 

Dessa maneira, estudos buscam novas maneiras de avaliação de oxidação lipídica, 

seja por derivatização com o TBA ou por derivatização com DNPH utilizando meios 

mais eficientes de separação e identificação dos produtos de oxidação lipídica por 

HPLC (MENDES, CARDOSO, PESTANA, 2009; CZAUDERNA, KOWALCZYK, 

MAROUNEK, 2001; SUN et al., 2001). 

A derivatização do MDA com o reagente DNPH ocorre conforme 

apresentado na Figura 4 formando o produto 1-(2,4-dinitrofenil)pirazol e é medido 

em 360 nm. Uma vantagem desta técnica é a especificidade da reação, entretanto, o 

limite de detecção é mais alto que os métodos de identificação com complexo MDA-

TBA2 por espectrofotometria e por HPLC (MENDES, CARDOSO, PESTANA, 2009; 

EKSTRÖM et al., 1988). 

 

Figura 4 - Reação entre malonaldeído e 2,4-dinitrofenilhidrazina para formação do 
produto 1-(2,4-dinitrofenil)pirazol. 

 
Fonte: EKSTRÖM et al. (1988). 
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Os métodos de identificação de produtos de oxidação lipídica, como 

o MDA, por HPLC geralmente utilizam a RP em sua identificação, seja por 

derivatização com o reagente TBA ou com o reagente DNPH. A forma de detecção, 

entretanto, varia bastante, tanto em comprimento de onda, que é específico para 

cada composto, ou pelo tipo de detector, sendo os detectores de arranjo de 

fotodiodos e o de fluorescência, os mais usados para esse tipo de análise (AL-

RIMAWI, 2015; MENDES, CARDOSO, PESTANA, 2009; AGARWAL, CHASE, 2002; 

KARATAS, KARATEPE, BAYSAR, 2002; EKSTRÖM et al., 1988).  

Mendes, Cardoso e Pestana (2009) e Grotto et al. (2007) validaram 

métodos de detecção do complexo MDA-TBA2 por HPLC em detector de arranjo de 

fotodiodos, com corridas cromatográficas de 8 minutos, as matrizes analisadas 

foram peixe e plasma, respectivamente. Os autores classificaram seus métodos 

como rápidos, estáveis, precisos, sensíveis e reprodutíveis. Os parâmetros 

analisados foram precisão, limite de detecção, limite de quantificação, linearidade e 

exatidão. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 REAGENTES E SOLUÇÕES 

 

Metanol grau HPLC, foi proveniente da J. T. Baker (Ecatepec de 

Morelos, México). Ácido Sulfúrico e Ácido Ascórbico obtidos da Anidrol (Diadema, 

São Paulo, Brasil). A água ultrapura com resistividade 18,2 μΩ cm-1 foi obtida de um 

sistema Milli-Q® (Millipore, Billerica, MA, EUA). A solução tampão de fosfato de sódio 

10,0 mmol L-1 (pH 7,00) foi preparada a partir dos sais NaH2PO4.H2O e 

Na2HPO4.7H2O (Panreac Química, Castellar del Vallés, Barcelona, Espanha), 

membrana de acetato de celulose 0,22 µm (Sartorius Stadies, Goettigen, Alemanha) 

e pHmetro Mettler Toledo (FiveEasyTMFE20, Suíça). O Ácido tricloroacético (TCA) foi 

obtido da Vetec Química Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil) e os reagentes Ácido 2-

Tiobarbitúrico e 1,1,3,3-tetraetoxipropano foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, EUA). 

 

4.2 AMOSTRAS 

 

Para a realização dos testes preliminares de extração e validação do 

método de avaliação de oxidação lipídica, foram utilizados como matéria-prima filés 

de frango (Pectoralis major) e lombos suínos (Longissimus dorsi) congelados de 

diferentes procedências comerciais obtidos no comércio da cidade de Londrina-PR, 

nos meses de novembro (filés de frango) e janeiro (lombos suínos).  

 

4.3 MÉTODOS  

 

4.3.1 Método de Avaliação de Oxidação Lipídica 

  

4.3.1.1 Extração das substâncias reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico  

 

Testes preliminares foram feitos e a extração das substâncias 

reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico presentes nas amostras foram readequadas a partir 

das condições iniciais realizadas por Mendes, Cardoso e Pestana (2009), que 

utilizaram amostras de peixe em seu trabalho. Porções de 10,00 g de amostra (carne 
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de frango ou suína) foram transferidas para tubos para (tipo Falcon de 50 mL) e 

adicionou-se 15,00 mL de solução de TCA, contendo TCA, 7,5% (m/v) e ácido 

acórbico 0,1% (m/v). Cada mistura foi homogeneizada em turrax por 1 minuto (7000 

rpm), centrifugada por 10 minutos (6000 rpm, 20 ºC) e filtrada em papel filtro. O 

extrato foi armazenado em tubos (tipo Falcon) para posterior reação com TBA. 

 

4.3.1.2 Determinação de TBARS por HPLC 

 

O preparo do padrão de TEP foi realizado de acordo com o descrito 

Bastos et al. (2012). Uma alíquota de 65,00 μL de TEP, que foi utilizado como 

padrão de MDA, foi adicionada em balão de 250,00 mL e seu volume completado 

com solução de ácido sulfúrico 1,0%. Esta solução, foi mantida ao abrigo da luz por 

2 horas a temperatuda ambiente. Após este período uma alíquota de 1,00 mL desta 

solução foi transferida para um balão de 50,00 mL e o volume completado com  

solução de ácido sulfúrico 1,0%. A abosrbância da solução obtida foi medida em 

espectrofotômetro UV-Vis (Libra S22, Biochrom Ltd, UK) a 245 nm para 

determinação de sua concentração pela lei de Lambert-Beer, considerando a 

absortividade molar do MDA de ε245nm=13700 mol-1 cm-1. A curva analítica foi obtida 

pela adição de padrão nas amostras, a concentração variou de 8,5 x 10-2 a  1,4 μmol 

L-1.  

Para a reação de derivatização com TBA, seguiu-se o método 

proposto por  Tarladgis, Pearson e Dugan  (1964), em que 5,00 mL do sobrenadante 

extraído anteriormente, foram pipetados em tubo de rosca e 5,00 mL de solução de 

TBA 20,0 mmol L-1 foram adicionados, homogeneizados vigorosamente em vórtex e 

colocados em banho-maria fervente por 35 minutos. O mesmo procedimento foi 

realizado para a obtenção da curva analítica com adição de padrão. 

Após o resfriamento, alíquotas das soluções obtidas foram filtradas 

em filtro descartável para seringa com membrana Durapore® (PVDF) hidrofílica 

(0,22 µm, Millex-GV) e armazenadas em vials para análise por HPLC. 

 

4.3.1.3 Condições cromatográficas 

 

As amostras foram injetadas em Cromatógrafo à Líquido de Alta 

Eficiência da marca Shimadzu modelo LC-20A Prominence (Quioto, Japão) 
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composto por bomba LC-20AT com desgaseificador DGU-20A5; autoamostrador 

SIL-20AC; forno para coluna CTO-20A acoplada a detector de arranjo de fotodiodos 

SPD-M20A e interface CBM-20A.  

As condições de separação foram: coluna de fase reversa C18 

(Hypersil ODS, 150 mm x 4,6 mm, 5 µm, Thermo Scientific, EUA) sendo a eluição 

em modo isocrático com fase móvel de solução de tampão fosfato 10,0 mmol L-1 (pH 

7,00) e metanol (70:30) e temperatura da coluna de 40 °C. O volume de injeção foi 

de 20,0 μL. O tempo de corrida foi de 7 minutos e os dados foram adquiridos pelo 

software LC Solution (Shimadzu, Quioto, Japão). A detecção foi feita de acordo com 

Bastos et al. (2012) em 532 nm. Os resultados foram expressos em mg de MDA kg-1 

de amostra.  

 

4.3.2 Validação do Método 

 

A validação do método de TBARS por HPLC foi realizada de acordo 

com a RDC 899/2003, da ANVISA (BRASIL, 2003). Os extratos utilizados para o 

ensaio de validação foram provenientes de filés de frango congelados obtidos no 

comércio local. 

Para analisar a especificidade e seletividade foi avaliada a pureza de 

pico e a ausência de intereferentes no tempo de retenção do complexo. Para 

determinar a linearidade foram utilizadas 3 curvas com 6 pontos de concentrações 

diferentes em triplicata e o critério mínimo aceitável do coeficiente de correlação (r) 

obtido pelo método dos mínimos quadrados foi de 0,99. A faixa dinâmica de trabalho 

foi determinada pelo limite inferior da curva analítica e ponto superior da faixa linear 

testada. 

A precisão intra-dia foi expressa como desvio padrão relativo (DPR) 

da média de 9 determinações sucessivas da amostra com concentração de MDA de 

aproximadamente 0,45 μmol L-1 e a precisão intermediária foi obtida pela análise em 

3 dias distintos, ambas foram calculadas pela Equação 1, em que DP é o desvio 

padrão e CMD é a concentração média determinada.  
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O limite de detecção (LD) foi calculado de acordo com a Equação 2, 

em que DPa é o desvio padrão do intercepto com o eixo do Y de 3 curvas de 

calibração, contendo concentrações próximas ao suposto limite de quantificação, e 

IC é a inclinação da curva analítica. 

 

 

O limite de quantificação (LQ) foi calculado por meio da Equação 3. 

 

 

A exatidão foi obtida por meio de ensaio de recuperação para 3 

diferentes concentrações de MDA, sendo elas de nível médio, alto e baixo. O cálculo 

foi feito de acordo com a Equação 4. 

 

A robustez do método cromatográfico foi avaliada por variações da 

vazão, nas condições de 0,9 a 1,05 mL min-1, da temperatura da coluna, 

acondicionada a 30º C, do pH do tampão fosfato, em pH 6,50 e pH 7,50 e nas 

proporções da fase móvel, tampão fosfato/metanol (65:35) e tampão fosfato/metanol 

(75:25). 

 

4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software STATISTICA 

versão 7.0 for Windows. Os resultados foram submetidos à Análise de Variância 

(ANOVA) e teste de médias de Tukey (p ≤ 0,05). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os Resultados e Discussão desta Dissertação foram redigidos na forma de 

Artigo Científico, o qual está formatado nas normas do Journal of the Brazilian 

Chemical Society (ANEXO A) para posterior submissão. A transcrição para a língua 

inglesa será feita após as eventuais correções sugeridas pela banca. 
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5.1 ARTIGO CIENTÍFICO 

 

 

 

A chromatographic method was developed and validated for lipid oxidation assessment 

in chicken and pork meat by determination of MDA-TBA2 complex 
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Abstract 

In this study, we developed and validated a rapid and specific quantification method of 

MDA-TBA2 complex by high performance liquid chromatography coupled with PDA 

detection (HPLC-PDA). The chromatographic run time was of 7 minutes and the complex 

retention time was 3.7 minutes. The method was validated according to Resolution RE 

899/2003 and presented appropriate parameters of performance. The detection and 

quantification limits were 1.0 x 10
-2

 μmol L
-1

 and 3.4 x 10
-2

 μmol L
-1

, respectively. The 

linearity (r > 0,99) was evaluated in the interval from 8.5 x 10
-2

 to 1.4 μmol L
-1

 and the 

method was robust to temperature, phosphate buffer pH, proportion of mobile phase and flow-

rate variations. The accuracy and precision were in accordance with the required parameters. 

The proposed method was shown to be appropriate for assays in pork and chicken meat. 

 

Keywords: HPLC, malonaldehyde, TBARS, chicken meat.  
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Introdução 

 

A carne é um alimento altamente nutritivo, principal fonte de vitamina B12 da dieta 

humana e tem grande impacto na economia.
1,2

 Sua qualidade pode ser percebida por atributos 

sensoriais (cor, sabor e textura), nutricionais (quantidade de gordura, perfil de ácidos graxos, 

proteínas, teor de vitaminas e minerais) e sanitários (controle de microrganismos e ausência 

de resíduos químicos).
3,4

 

A oxidação lipídica é um dos principais fatores de perda de qualidade e aceitabilidade 

da carne e seus derivados, pois resulta em perda de nutrientes e reduz a vida útil do produto 

cárneo Nas reações de oxidação lipídica, variados compostos voláteis são produzidos, como 

aldeídos e cetonas, e um dos principais produtos de oxidação lipídica é o malonaldeído 

(MDA).
5-7

  

O MDA reage com o ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) em meio ácido formando um 

complexo colorido quantificado em análises de oxidação lipídica em produtos cárneos, e é 

utilizado também como um biomarcador para avaliar o estresse oxidativo em biomoléculas 

em plasma de animais.
8-11

 

O MDA é usualmente medido em espectrofotômetro após reação com o TBA, λ = 532 

nm, mas também pode ser analisado por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), seja 

por reação com o TBA, por derivatização com a 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) ou na 

forma livre.
12-14

 A análise de MDA por HPLC, embora seja mais complexa que a análise por 

espectrofotometria, é mais específica e sensível, o que aumenta a confiabilidade dos dados 

obtidos.
15

 

Embora a cromatografia líquida de alta eficiência seja bastante versátil e confiável, a 

qualidade das medições químicas deve ser confirmada por meio de uma validação do método 
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analítico
16

 que “deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda às 

exigências das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados”.
17

 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método rápido e específico de 

quantificação do complexo MDA-TBA2 em carnes por HPLC-PDA.
17

 

 

Parte experimental 

 

Reagentes e soluções 

 

Metanol grau HPLC, foi obtido da J. T. Baker (Ecatepec de Morelos, México). Ácido 

Sulfúrico e Ácido Ascórbico obtidos da Anidrol (Diadema, São Paulo, Brasil). A água 

ultrapura com resistividade 18,2 μΩ cm
-1

 foi obtida de um sistema Milli-Q
®
 (Millipore, 

Billerica, MA, EUA). A solução tampão de fosfato de sódio 10,0 mmol L
-1

 (pH 7,00) foi 

preparada a partir dos sais NaH2PO4.H2O e Na2HPO4.7H2O (Panreac Química, Castellar del 

Vallés, Barcelona, Espanha), membrana de acetato de celulose 0,22 µm (Sartorius Stadies, 

Goettigen, Alemanha), pHmetro Mettler Toledo (FiveEasy
TM

FE20, Suíça). O Ácido 

tricloroacético (TCA) foi obtido da Vetec Química Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil) e os 

reagentes Ácido 2-Tiobarbitúrico e 1,1,3,3-tetraetoxipropano foram obtidos da Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, EUA). 

 

Amostras 

 

Para a realização dos testes e validação do método de avaliação de oxidação lipídica, 

foram utilizados como matéria-prima filés de frango (Pectoralis major) e lombos suínos 
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(Longissimus dorsi) congelados de diferentes procedências comerciais obtidos no comércio da 

cidade de Londrina-PR, nos meses de novembro (filés de frango) e janeiro (lombos suínos). 

 

Extração das substâncias reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico  

 

Testes preliminares foram feitos e a extração das substâncias reativas ao ácido 2-

tiobarbitúrico presentes nas amostras foram readequadas a partir das condições iniciais 

realizadas por Mendes, Cardoso e Pestana.
12

 Porções de 10,00 g de amostra (carne de frango 

ou suína) foram transferidas para tubos para centrifugação (tipo Falcon de 50 mL) e 

adicionou-se 15,00 mL de solução TCA, contendo TCA, 7,5% (m/v) e ácido acórbico 0,1% 

(m/v). Cada mistura foi homogeneizada em turrax por 1 minuto (7000 rpm), centrifugada por 

10 minutos (6000 rpm, 20 ºC) e filtrada em papel filtro. O extrato foi armazenado em tubos do 

(tipo Falcon) para posterior reação com TBA. 

 

Determinação de TBARS por HPLC 

 

O preparo do padrão de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) em solução de ácido sulfúrico 

1,0% foi realizado de acordo com o descrito por Bastos et al..
18

 Esta solução, foi mantida ao 

abrigo da luz por 2 horas a temperatuda ambiente e a abosrbância da solução obtida foi 

medida em espectrofotômetro UV-Vis (Libra S22, Biochrom Ltd, UK) a 245 nm para 

determinação de sua concentração pela lei de Lambert-Beer, a partir da absortividade molar 

do MDA de ε245nm=13700 mol
-1

 cm
-1

. A curva analítica foi obtida pela adição de padrão nas 

amostras, a concentração variou de 8,5 x 10
-2

 a  1,4 μmol L
-1

.  

Para a reação de derivatização com TBA, seguiu-se o método proposto por  Tarladgis, 

Pearson e Dugan,
19

 em que 5,00 mL de solução de TBA 20,0 mmol L
-1

 foram adicionados a 
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5,00 mL do extrato obtido, homogeneizados vigorosamente em vórtex e colocados em banho-

maria fervente por 35 minutos. O mesmo procedimento foi realizado para a obtenção da curva 

analítica com adição de padrão. 

Após o resfriamento, alíquotas das soluções obtidas foram filtradas em filtro 

descartável para seringa com membrana Durapore® (PVDF) hidrofílica (0,22 µm, Millex-

GV) e armazenadas em vials para análise por HPLC. 

 

Condições cromatográficas 

 

As amostras foram injetadas em Cromatógrafo à Líquido de Alta Eficiência da marca 

Shimadzu modelo LC-20A Prominence (Quioto, Japão) composto por bomba LC-20AT com 

desgaseificador DGU-20A5; autoamostrador SIL-20AC; forno para coluna CTO-20A 

acoplada a detector de arranjo de fotodiodos SPD-M20A e interface CBM-20A.  

As condições de separação foram: coluna de fase reversa C18 (Hypersil ODS, 150 mm 

x 4,6 mm, 5 µm, Thermo Scientific, EUA) sendo a eluição em modo isocrático com fase 

móvel de solução de tampão fosfato 10,0 mmol L
-1

 (pH 7,00) e metanol (70:30) e temperatura 

da coluna de 40 °C. O volume de injeção foi de 20,0 μL. O tempo de corrida foi de 7 minutos 

e os dados foram adquiridos pelo software LC Solution (Shimadzu, Quioto, Japão). A 

detecção foi feita de acordo com Bastos et al.
18

 em 532 nm. Os resultados foram expressos em 

mg de MDA kg
-1

 de amostra.  

 

Validação do método 

 

A validação do método de TBARS por HPLC foi realizada de acordo com a RDC 

899/2003, da ANVISA.
17

 Os extratos utilizados para o ensaio de validação foram 
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provenientes de filés de frango congelados obtidos no comércio local. 

Para analisar a especificidade e seletividade foi avaliada a pureza de pico e a ausência 

de intereferentes no tempo de retenção do complexo. Para determinar a linearidade foram 

injetadas triplicatas de 6 pontos de concentrações diferentes também em triplicata e o critério 

mínimo aceitável do coeficiente de correlação (r) foi de 0,99. A faixa dinâmica de trabalho foi 

determinada pelo limite inferior da curva analítica e ponto superior da faixa linear testada. 

A precisão intra-dia foi expressa como desvio padrão relativo (DPR) da média de 9 

determinações sucessivas da amostra com concentração de MDA de 0,45 μmol L
-1

 e a 

precisão intermediária foi obtida pela análise em 3 dias distintos, ambas foram calculadas pela 

Equação 1, em que DP é o desvio padrão e CMD é a concentração média determinada.  

 

O limite de detecção (LD) foi calculado de acordo com a Equação 2, em que DPa é o 

desvio padrão do intercepto com o eixo do Y de 3 curvas analíticas, construídas contendo 

concentrações próximas ao suposto limite de quantificação, e IC é a inclinação da curva 

analítica. 

 

O limite de quantificação (LQ) foi calculado por meio da Equação 3. 

 

A exatidão foi obtida por meio de ensaio de recuperação para 3 diferentes 

concentrações de MDA, sendo elas de nível médio, alto e baixo. O cálculo foi feito de acordo 

com a Equação 4. 
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A robustez do método cromatográfico foi avaliada por variações da vazão, nas 

condições de 0,9 a 1,05 mL min
-1

, da temperatura da coluna, acondicionada a 30º C, do pH do 

tampão fosfato, em pH 6,50 e pH 7,50 e nas proporções da fase móvel, tampão 

fosfato/metanol (65:35) e tampão fosfato/metanol (75:25). 

 

Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software STATISTICA versão 7.0 for 

Windows. Os resultados foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA) e teste de 

médias de Tukey (p ≤ 0,05). 

 

Resultados e discussão 

 

Ajuste das condições cromatográficas e de extração 

 

Os resultados de testes preliminares do teste de substâncias reativas ao ácido 2-

tiobarbitúrico por espectrofotometria, λ =532 nm, utilizando filés de frango (Pectoralis major) 

demonstraram que o processo de extração utilizando uma quantidade menor de solução de 

TCA, e sem a adição de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), não teve diferença 

significativa (p ≤ 0,05) (Tabela 1). Testou-se a extração utilizando-se 10,0g de amostra, com e 

sem adição de EDTA (0,1% m/v), e diferentes volumes de ácido tricloroacético, 15,0 e 20,0 

mL. Assim o método foi adaptado de Mendes, Cardoso e Pestana,
12

 que fizeram testes em 
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peixes, evitando-se a utilização desnecessária de um maior volume de reagentes e a adição de 

EDTA. 

 

Tabela 1. Teste de TBARS utilizando diferentes quantidades de solução de TCA, com e sem 

EDTA, no processo de extração em filés de frango para verificar as melhores condições 

experimentais (n = 6) 

Volume de TCA utilizado 20,0 mL 15,0 mL 

Quantidade de TBARS em 

mg kg
-1

 de carne 

sem EDTA 
com EDTA 

(0,1% m/v) 
sem EDTA 

com EDTA 

(0,1% m/v) 

0,198
a
 ± 0,017 0,195

a
 ± 0,022 0,204

a
 ± 0,025 0,191

a
 ± 0,026 

a
 Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna não diferem entre si pelo teste de 

ANOVA a 5,0% de probabilidade (p > 0,05).  

 

A concentração do tampão fosfato foi ajustada e passou de 50,00 para 10,00 mmol L
-1

, 

contribuindo para a preservação da coluna cromatográfica. Devido a possível precipitação de 

sais, as fases móveis contendo tampões em altas concentrações devem ser evitadas. Além 

disso, pode ocorrer a cristalização na bomba, danificando o sistema.
20,21

 

Com a diminuição da concentração do tampão, o tempo de retenção (tR) diminuiu, e 

isso contribuiu para uma corrida cromatográfica mais rápida. Outro fator levado em 

consideração foi a resolução do pico, que aumentou com a variação da proporção de fase 

móvel de 65:35 para 70:30 tampão fosfato:metanol.   

O método tornou-se menos agressivo ao sistema cromatográfico, com eluição de picos 

bem resolvidos e menor tempo de análise. 

 

Validação do método 
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A Tabela 2 apresenta os dados obtidos na validação do método cromatográfico para 

análise de MDA em filés de frango. 

 

Tabela 2. Parâmetros de validação para o método de quantificação de MDA em carnes por 

HPLC (n = 9)  

Parâmetro avaliado Resposta 

Faixa dinâmica de trabalho (μmol L
-1

) 8,5 x 10
-2

 a 1,4 

Inclinação da curva analítica (μmol L
-1

) 157396 

Intercepto da curva (área de pico, u.a.) - 2367,18 

Coeficiente de correlação, r 0,9985 

Coeficiente de determinação, r² 0,9969 

Soma residual dos quadrados da regressão 8,45 x 10
8
 

Limite de detecção, LD (μmol L
-1

) 1,0 x 10
-2

 

Limite de quantificação, LQ (μmol L
-1

) 3,4 x 10
-2

  

Precisão intracorrida (CV%) 0,67 

Precisão intermediária (CV%) 4,30 

Exatidão 

(% de recuperação) 

0,13 μmol L
-1

 103,51 

0,43 μmol L
-1

 98,07 

1,30 μmol L
-1

 99,18 

n = número de observações; u.a. = unidades de absorbância; CV = coeficiente de variação. 

 

A linearidade foi determinada calculando-se a regressão linear pelo método dos 

mínimos quadrados para 3 curvas analíticas obtidas em triplicata com seis concentrações 

diferentes crescentes de MDA, que variaram de 8,5 x 10
-2

 a 1,4 μmol L
-1

. As curvas foram 

obtidas em dias diferentes e os valores de coeficiente de correlação, r = 0,9985, e 

determinação, r² = 0,9969, (Tabela 2) apresentaram valores maiores que 0,99, podendo-se 
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dizer que são lineares na faixa dinâmica de trabalho escolhida e que os resultados obtidos se 

ajustam ao modelo linear proposto, além de apresentarem baixa dispersão. A análise gráfica 

dos resíduos demonstrou que não houve heterogeneidade de variâncias, o que é adequado ao 

modelo linear. 

A Equação 5 descreve a curva analítica obtida para o MDA e a Figura 1 mostra sua 

representação gráfica. 

 

Em que y representa a área de pico e x a concentração de MDA (μmol L
-1

).  

 

 
Figura 1. Curva analítica obtida para o padrão de MDA em matriz de carne de frango. 

 

Os limites de detecção e de quantificação foram calculados a partir das curvas 

analíticas e os valores encontrados foram de 1,0 x 10
-2

  μmol L
-1

 para o LD e de 3,4 x 10
-2

  

μmol L
-1

 para o LQ. Ambos os valores obtidos são inferiores ao primeiro ponto da curva, o 

que confirma a adequação do intervalo escolhido como faixa dinâmica de trabalho. Os valores 
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de LD e LQ obtidos foram mais baixos que os encontrados por Mendes, Cardoso e Pestana,
12

 

LD = 0,10 μmol L
-1 

e LQ = 0,17 μmol L
-1

, mostrando que o método desenvolvido é mais 

sensível, o que é desejável para carnes pouco oxidadas.  

A precisão intermediária (4,30%) foi avaliada com base nos dados obtidos em 3 dias 

diferentes e apresentou coeficiente de variação menor que os 5% preconizados pela norma.
 
A 

precisão intracorrida (Tabela 2) confirmou a repetitividade do método, pelo baixo coeficiente 

de variação apresentado (0,67%) quando analisada a variação das áreas do pico referente ao 

complexo de MDA-TBA2 para a mesma amostra, de acordo com o recomendado pela 

norma.
17

  

A especificidade e a seletividade foram confirmadas pela pureza do pico, visto que 

espectros UV semelhantes foram obtidos (Figura 2) durante as análises de amostra pura e 

amostra com adição do padrão de MDA para o pico de interesse, e ainda pela ausência de 

picos interferentes no tR do analito (Figura 2), que foi de 3,7 minutos. O tempo de corrida 

cromatográfica total foi de 7 minutos. 

Além do complexo de interesse, outros componentes da matriz absorvem energia na 

em 532 nm, o que pode ser observado nos cromatogramas da Figura 2, na região inicial que 

varia. Essa variação na área não interfere na quantificação de MDA por cromatografia, mas 

provavelmente é fonte de erros na quantificação de MDA por espectrofotometria, uma vez 

que a absorbância total da amostra é considerada durante esta análise, podendo levar a 

superestimação ou subestimação dos valores reais de MDA na matriz. Esse fato justifica a 

maior adequação do método cromatográfico em relação ao espectrofotométrico em análises de 

oxidação lipídica. 
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Figura 2. Cromatogramas (HPLC-PDA, λ=532 nm) e espectros UV-Vis obtidos para: A) 

Padrão MDA (0,43 μmol L
-1

) em matriz extraída de carne de frango e; B) Amostra extraída de 

carne de frango. 

 

A exatidão obtida foi satisfatória para os três níveis de concentração avaliados, baixo 

(103,51% para 0,13 μmol L
-1

), médio (98,07% para 0,43 μmol L
-1

) e alto (99,18% para 1,30 

μmol L
-1

), ficando próximos de 100%. O método mostrou-se robusto para todas as variações 

testadas (Tabela 3). Mesmo com variações de temperatura da coluna em 10 unidades, a 

variação de área foi pequena, assim como os outros parâmetros avaliados, mostrando que o 

método é confiável e robusto.  
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O parâmetro fluxo, entretanto, só obteve variações menores que 5% nas condições de 

0,90 a 1,05 mL min
-1

, em fluxos maiores observou-se um adiantamento do pico referente ao 

complexo de interesse e aumento significativo de sua área. Quando os fluxos são maiores ou 

menores que o ideal, ocorre aumento na altura equivalente a um prato teórico, perdendo 

eficiência na separação, no caso do aumento de fluxo a pressão se eleva, a eluição do pico 

ocorre antes e no caso da análise, houve aumento da área dos picos devido à perda de 

resolução.
20,22

 

 

Tabela 3. Variação das áreas de pico em função da variação dos parâmetros para teste de 

robustez 

Parâmetro avaliado Variação da área de pico (%) 

Temperatura da coluna (°C) 30 0,52 

Proporção da fase móvel 

(Tampão fosfato:metanol) 

65:35 1,75 

75:25 0,76 

pH do tampão 

6,5 0,02 

7,5 0,23 

Fluxo (mL min
-1

) 

0,90 1,33 

1,05 1,84 

  

O método desenvolvido pode ser considerado validado por atender as exigências da 

RDC n°899/2003,
17

 além disso, mostrou-se eficiente, sensível e robusto, apresentando baixos 

valores de LD e LQ, o que é bastante adequado para análises de carnes com baixo teor de 

produtos de oxidação lipídica.  

 

Aplicação do método 
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O método foi aplicado em carnes de frango e suína de diferentes procedências 

comerciais. Os cortes foram escolhidos em virtude do valor comercial e da homogeneidade da 

matriz. A carne de frango foi representada pelo filé (Pectoralis major) congelado, visto que 

filés resfriados são minoria em representação comercial. Foram avaliados 9 filés de cada uma 

das 4 marcas e as quantidades médias encontradas de MDA em mg kg
-1 

de amostra estão 

apresentadas na Tabela 4.  

 

Tabela 4. Quantidades médias de mg de MDA kg
-1 

de filé de frango (Pectoralis major) para 4 

marcas comerciais avaliadas (n = 9) 

a-c
 Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 

5,0% de probabilidade (p ≤ 0,05). 

 

Das quatro marcas avaliadas três apresentaram diferenças significativas entre si, sendo 

que a marca D apresentou maior valor de oxidação lipídica (0,063 mg de MDA kg
-1

). 

Resultados de testes sensoriais descritos na literatura demonstram que seres humanos 

percebem sensorialmente os sabores provenientes de oxidação lipídica em carnes quando 

estes estão presentes em concentrações de aproximadamente 2,0 mg de MDA kg
-1

 
23

, e todas 

as amostras apresentaram valores de concentração abaixo destes valores. Bergamo et al.
24

 

encontraram o valor de 0,032 mg de MDA kg
-1 

para filés de frango congelados avaliados por 

Marca  mg de MDA kg
-1

de filé de frango 

A 0,042
c
 ± 0,004 

B 0,054
b
 ± 0,004 

C 0,052
b
 ± 0,008 

D 0,063
a
 ± 0,010 
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HPLC com detecção por fluorescência, valor comparável aos obtidos pela análise por HPLC-

PDA.  

As diferenças no nível de oxidação lipídica entre as marcas podem ser devido a fatores 

como criação, estresse pré-abate e procedimentos operacionais de abate e embalagem,
25,26

 

uma vez que todas as amostras apresentavam datas de fabricação próximas (intervalo não 

maior que um mês), estavam mantidas sob mesma temperatura, além disso, a marca que 

apresentou maior oxidação lipídica (D), não foi a marca que possuía data de fabricação mais 

antiga (B). Assim como a marca de data de fabricação mais recente (C) não foi a que 

apresentou a menor média de oxidação lipídica. Para suínos o corte analisado foi o lombo 

(Longissimus dorsi) congelado de três marcas comerciais distintas. O espectro de absorção 

UV-Vis e um cromatograma para amostra de lombo suíno são mostrados na Figura 3. Foram 

avaliadas 6 amostras de cada uma das 3 marcas e as quantidades médias encontradas de MDA 

em mg kg
-1 

de lombo suíno estão demonstradas na Tabela 5. 

 

 

Figura 3. Cromatograma (HPLC-PDA, λ=532 nm) obtido para determinação de MDA-TBA2 

em amostra de lombo suíno (Longissimus dorsi) e espectro UV-Visível. 
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A marca C apresentou-se menos oxidada em relação às outras duas e as marcas A e B, 

que não diferiram entre si (p > 0,05).  Os valores de MDA para carne suína foram todos 

inferiores ao limiar de detecção humana de 2,0 mg.
23

 Apesar de o limiar de detecção humana 

não ser atingido, a ingestão dos produtos de oxidação lipídica está relacionada a implicações 

patológicas como a gênese de alterações ateroscleróticas.
27

 

 

Tabela 5. Quantidades médias de mg de MDA kg
-1 

de lombo suíno (Longissimus dorsi) para 

3 marcas comerciais avaliadas (n=6) 

a-b
 Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey 

a 5,0% de probabilidade (p ≤ 0,05). 

 

Embora a composição de ácidos graxos poli-insaturados seja maior em frangos,
28

 os 

cortes de lombo suíno apresentaram-se 3,4 vezes mais oxidados que os filés de frango. Isso 

ocorre devido a fatores como o maior teor de mioglobina da carne suína, e consequentemente 

ferro heme que catalisa as reações de oxidação lipídica. E ao maior teor de gordura em cortes 

de lombo suíno (3,02%), 1,7 vezes maior que em filés de frango (1,77%).
28

 

O método desenvolvido foi capaz de quantificar diferentes concentrações de MDA em 

amostras que não continham adição de padrão, o que é adequado e esperado na validação de 

um método. 

 

Conclusão  

 

Marca  mg de MDA kg
-1

de lombo suíno 

A 0,235
a
 ± 0,023 

B 0,204
a
 ± 0,049 

C 0,112
b
 ± 0,021 
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O método desenvolvido foi eficiente na quantificação do complexo MDA-TBA2 em 

carnes comerciais de frango e suína, atendendo todos os parâmetros necessários para 

validação. O método tem como vantagens maior rapidez, confiabilidade nos resultados e 

baixo limite de detecção e de quantificação, com faixa de trabalho que permite avaliar desde 

carnes com alto grau de oxidação lipídica até tecidos musculares de animais recém-abatidos 

com baixo grau de oxidação lipídica. Os filés de frango avaliados apresentaram valores 

médios entre 0,042 e 0,063 mg de MDA kg
-1

 de carne e os lombos suínos variaram entre 

0,112 e 0,235 mg de MDA kg
-1

 de carne.   
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O método analítico para avaliação da oxidação lipídica em carnes, 

pela quantificação do complexo MDA-TBA2 por HPLC, apresentou bons parâmetros 

de desempenho, como sensibilidade, precisão e exatidão assegurando sua 

aplicabilidade em carnes de frango e suína. Além disso, o método desenvolvido é 

rápido e possui baixo limite de detecção e de quantificação, o que é desejável em 

análises de tecidos animais recém-abatidos. 
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