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RESUMO

Para garantir uma confiabilidade da analise de retinol em produtos de origem animal, o ensaio foi
submetido a validagdo analitica. Segundo as agéncias orientadoras, os parametros analiticos devem ser
baseados na intencdo de uso do método, em relacdo a matriz e quantidade de analito estudada. O
presente estudo teve como objetivo validar método de ensaio para determinacdo de retinol em matrizes
de origem animal, segundo resolucdo RE n°899, de 29 de maio de 2003 (ANVISA — Agéncia nacional de
Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia) Documento de Orientagdo DOQ-
CGCRE-008 de fevereiro de 2010. Como fonte para isolamento de padrao de retinol, a ser utilizado na
validacdo do retinol, foi utilizado figado bovino devido ao alto teor de \itamina A. Foram pesados 20g de
figado bovino e colocados sob aguecimento em banho-maria com agitacdo a 40°C por 30 minutos a
80rpm, seguida de saponificagcdo com solugcdo metandlica de KOH 20% (p/v) e pirogalol 1% (p/v). As
condicBes cromatogréafica foram: coluna YMC®Csy, Carotenoid (250x4,6mm x 3um), a 33°C, detector de
arranjo de fotodiodos modelo 996, fluxo de 0,8mL/minuto, wolume injetado 15uL, gradiente de éter metil
terc-butilico: metanol variando de 20 a 90%. A seletiidade do método foi confirmada utilizando
espectrobmetro de massas de alta resolucdo no sistema Synapt MS quadrupolo/TOF da Waters® com
fonte eletronspray no modo positivo. Os resultados de seletividade foram analisados com base no tempo
de retencdo de 4,9 minutos e 0 espectro de absorcdo na regido UV com absonéncia maxima em
325nm, a andlise por UPLC-MS/MS detectou a presenca do ion base m/z 269 que caracteriza a
presenca de retinol, sendo estes, comparados com padréo comercial de acetato de retinol hidrolisado. A
cunva de calibracao foi elaborada com sete pontos em triplicata, com retinol isolado com pureza de 99%,
na faixa de trabalho selecionada em relacao a concentracdo de retinol na matriz, com valores entre 0,5 a
10 pg/mL. Em relacdo a linearidade, o teste estatistico de Cochran demonstra que as variancias da
cuna sdo homogéneas e segundo andlise de ANOVA ndo houve diferenca significativa entre as
replicatas, representando linearidade da regress&o, com r’=0,99. Os valores de precisdo obtiveram
resultados de DPR menores que 15%, de acordo com orientacfes da ANVISA. O limite de deteccéo
(LD) foi determinado usando diluigdes da solugéo de retinol isolada abaixo do menor ponto da curva de
calibragdo, segundo orientacdo INMETRO, sendo determinado como LD para o0 equipamento a
concentracdo de 55 pg de retinol/mL. O método de ensaio para determinacdo de retinol se mostrou
linear dentro da faixa de trabalho escolhida, seletivo, preciso, assegurando aplicabilidade e confiabilidade
durante as operag¢des de rotina.
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