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RESUMO

A producdo de material de referéncia da matriz Inseto € motivada pelo fato desse
grupo de animais ser considerado alimento proteico do futuro para a nutricdo humana e
animal dada a sustentabilidade na sua producdo. Este trabalho estudou farinhas
comerciais tenebrio gigante (CRCNL1), grilo preto (CRCNZ2), tenebrio molitor (CRCN3)
e barata cinérea (CRCN4) para selecionar o melhor candidato por MR. Os parametros
avaliados foram umidade, granulometria, homogeneizagdo, quarteamento, envasa e
estabilidade. Dada a dificuldade na moagem das farinhas, foi utilizado sulfato de sodio
como surfactante (50% v/v para CRCN1 e CRCN3; 30% v/v para CRCN2 e CRCN4).
As misturas foram homogeneizadas, utilizando-se de moinho de jarros. Contudo, o
candidato CRCN4 apresentou problemas de heterogeneidade, sendo necessaria a
alteragdo do método de homogeneiza¢do. Com o novo método, utilizando betoneira, os
candidatos CRCN1, CRCN2 e CRCN3 foram satisfatoriamente homogeneizados,
seguindo-se pelo quarteamento, envasamento e irradiacdo de frascos de 20 g cada (total
de 40 frascos para cada candidato). Mesmo apds a homogeneizacdo, o candidato
CRCNS3 apresentou heterogeneidade para P e Na, que foi comprovada a partir da analise
por EDXRF. Para os demais candidatos, foram compilados os resultados dos ensaios de
granulometria, determinacdo de umidade, massa minima (0,759 e 1,25 Q),
homogeneidade da distribuicdo de elementos quimicos e estabilidade a curto e longo
prazos. Algumas propriedades quimicas foram modificadas principalmente para a
menor porcdo analitica testada (0,75 g), assim como ocorreu problemas de
homogeneidade para determinacdo de Mn e de estabilidade a longo e curto prazos para
as concentracdes de Fe no candidato CRCN1. O candidato CRCN2 foi, entdo,
selecionado como mais adequado para a producdo de um Material de Referéncia
Certificado de farinha de grilo preto, pois foram alcancados os melhores resultados em
todos os ensaios de propriedades fisicas e quimicas. Foram quantificadas pelas técnicas
analiticas independentes, FAES, FAAS e GFAS as concentracdes de Ca, Cu, Fe, Mn e
Zn, estimando-se, assim, os primeiros valores de referéncia para o material CRCNZ2.

Palavras-chave: Metrologia em Quimica. Qualidade Analitica. Insetos.



ABSTRACT

The production of reference material (RM) of the Insect matrix is motivated by
the fact of this animal group to be considered as future protein supply for human and
animal nutrition due to its sustainable production. This work has studied the commercial
flours of giant mealworm (CRCN1), black cricket (CRCN2), mealworms (CRCN3) and
lobster cockroach (CRCN4), commercially available in Camaragibe, Pernambuco State,
Brazil, for selecting the best RM candidate. The evaluated steps were Water Content,
Granulometry, Homogenization, Quartering, Packaging and Stability. Due to the
difficulty of flour milling, sodium sulphate was used as surfactant (50% v/v for CRCN1
and CRCN3; 30% v/v for CRCN2 and CRCN4). The mixtures were homogenized,
using a jar mill. However, the candidate CRCN4 presented problems of heterogeneity,
being necessary the alteration of the homogenizing method. With the new procedure
using concrete mixer, the candidates CRNC1, CRNC2 and CRNC3 were satisfactorily
homogenized, followed by quartering and bottling in vials of 20 g each (total of 40 vials
for each candidate). Even after homogenizing, the candidate CRCN3 presented
heterogeneity for P and Na, which was assayed by EDXRF. For the other candidates,
results from granulometry, humidity, minimum mass (0.75 g and 1.25 g), chemical
element homogeneity and short-long term stability assays were compiled. Some
chemical properties were modified mainly for the minor analytical portion tested
(0.75 g), as well as problems for determination of Mn and long- and short-term stability
for the Fe concentrations have occurred for the CRCN1 candidate. The CRCN2
candidate was therefore selected as most suitable for producing a Certified Reference
Material of Black Cricket Flour because of the best results in all tests of physical and
chemical properties. The concentrations of Ca, Cu, Fe, Mn and Zn were quantified by
the independent analytical techniques FAAS, FAES and GFAAS, thereby providing the
first reference values for the CRCN2 material.

Keywords: Metrology in Chemistry. Analytical Quality. Insects.
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1 INTRODUCAO

Na realizacdo de andlises quimicas, a garantia da qualidade dos procedimentos
analiticos deve ser criteriosa, prevenindo possiveis falhas durante a analise para
aumentar o grau de confiabilidade dos resultados. Isto ocorre principalmente quando se
comparam resultados obtidos de uma amostra de matriz especifica com valores de
referéncia de um material conhecido. Esse material deve apresentar homogeneidade
comprovada, tornando possivel a quantificacdo e identificacdo de analitos de interesse
na amostra, dentro dos padrdes de exceléncia em medi¢cdes (ABNT, 2000a). Outra
aplicacdo do uso de Materiais de Referéncia (MRs)/Materiais de Referéncia
Certificados (MRCs) é a validacdo de métodos analiticos a partir da garantia da
qualidade das analises quimicas.

Porém, ha escassez de materiais de referéncia, principalmente no Brasil,
considerando todas as analises quimicas e matrizes a serem realizadas, o controle da
qualidade e a garantia de comparabilidade dos resultados analiticos. Tais materiais
possuem alto custo econémico dadas as etapas de certificacdo e a morosidade na
producdo e a maioria sdo produzidos pela Alemanha, Australia, Estados Unidos da
América e Inglaterra (ALVES; MORAES, 2002). De acordo com o Banco de Dados
Internacional para Materiais de Referéncia Certificados - COMAR (BAM, 2019), estéo
disponiveis no mercado cerca de 10.000 MRs de diversas propriedades analiticas e com
as mais variadas aplicacdes. Desse total, apenas 141 materiais de referéncia de producéo
brasileira foram encontrados, destacando-se os produzidos pelo Centro de Tecnologia
Mineral — CETEM-RJ, pelo Instituto nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia —
INMETRO, pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas — IPT-SP e pela Visomes
Comercial Metroldgica LTDA-SP.

Alem disso, ndo h& materiais de referéncia brasileiros cadastrados no COMAR
para analises quimicas de biomonitores e alimentos como 0s insetos, provavelmente
devido as dificuldades na obtencdo de materiais dessa matriz, mesmo que sejam
considerados a classe de animais mais bem-sucedida de todos os tempos com ampla
distribuicéo e resiliéncia em condicGes adversas. Portanto, estuda-los torna-se bastante
interessante devido a potencialidade de emprego em estudos de avaliacdo de qualidade
ambiental de ecossistemas aquaticos (AWRAHMAN et al., 2016), de areas de
mineracdo abandonadas (WU; LEGG, 2011), de ecossistemas terrestres naturais
(MAGALHAES, 2015), e até de ambientes urbanos (SANTOS, 2016). Nesses
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tecnoecossistemas, os resultados vém sendo bastante relevantes com informacoes
detalhadas para a avaliagcdo de impactos ambientais (SANTOS, 2016).

Por outro lado, a alta capacidade de reproducdo e porte reduzido desse grupo de
seres vivos criam inumeras possibilidades de fontes sustentaveis de proteina de alta
qualidade para alimentacdo humana (UNIVERSITY FOUNDATION, 2016), visto que
diversas espécies vém sendo utilizadas para consumo humano em diferentes paises. De
modo geral, a entomofagia proporciona inimeros beneficios para a satde devido ao seu
alto valor nutricional, sendo otima conversora de fontes alimenticias diversas em
proteinas e importante para o desenvolvimento sustentavel, uma vez que produz
consideravelmente menos gases de efeito estufa. Além disso, utiliza pouco espaco tanto
para producdo quanto para a alimentacdo e reduz bastante as emissfes de amonia.
Considerando-se a subsisténcia, incluindo fatores econémicos e sociais, 0s insetos
demandam baixa tecnologia para producdo e baixo investimento de capital, sendo
factivel para as diversas classes de trabalhadores urbanos e rurais (VAN
HUIS et al., 2013). Contudo, a composicdo quimica dessas matrizes é fundamental para
a aplicacédo para a confeccdo de alimentos.

As técnicas analiticas sdo primordiais para promover a escolha de matriz
apropriada para a producdo de um material de referéncia certificado. Neste sentido, o
Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE) dispde de
Espectrometrias de Absorcdo Atémica com Chama - FAAS e com Forno de Grafite -
GFAAS para a quantificacdo de elementos quimicos em diversas amostras, incluindo
insetos (MAGALHAES, 2015; SANTOS, 2016). Como técnica auxiliar para a busca de
material de referéncia apropriado para a analise de insetos, tem-se a Espectrometria por
Fluorescéncia de Raios-X por Dispersdo de Energia — EDXRF, técnica rapida,
multielementar e de baixo custo (MAGALHAES, 2015; SANTOS, 2016).

Em ambas as situacdes, as condi¢des de analises quimicas de insetos podem ser
desfavoraveis, pois cada matriz possui peculiaridades analiticas como a presencga de
gorduras, fibras musculares e o0 exoesqueleto de quitina, que dificultam o tratamento
guimico (BARNES et al., 2014). O efeito de matriz também prejudica a comutatividade,
ou seja, a propriedade do MR em atender diversos métodos analiticos para diversos
tipos de amostras. Assim, torna-se necessario a disponibilizacdo de MRs com
homogeneidade e estabilidade garantidas com caracteristicas semelhantes as das
amostras de rotina (FERREIRA et al., 2016).
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A matriz inseto foi escolhida por inexistir MRs para este grupo, o que dificulta o

acesso e, consequentemente, aumenta os custos das analises. Devido ao exposto este

trabalho visou estabelecer as condic@es fisicas e quimicas adequadas para a producao de

um Material de Referéncia - MR utilizando farinha de insetos de quatro Candidatos
CRCN1, CRCN2, CRCN3, com base no desempenho dos candidatos a partir de estudo

dos seguintes objetivos especificos:

Determinar a massa minima de amostra para quantificacdo apropriada de
elementos quimicos;

Avaliar a homogeneidade das concentracdes dos elementos quimicos intra- e
inter-amostras, corroborando o processo de producdo dos candidatos a MR no
CRCN-NE;

Avaliar a estabilidade dos analitos Fe, Cu e Mn quanto as diferentes condicGes
ambientais (condic@es de transporte — Estabilidade a curto prazo;

Avaliar a estabilidade dos analitos Fe, Cu e Mn quanto ao decorrer do seu
tempo de prateleira (estabilidade a longo prazo);

Quantificar os elementos quimicos Ca, Cu, Fe, Mn e Zn por GFAAS, FAAS e
FAES e estimar as suas respectivas incertezas analiticas baseado nas normas
ABNT ISO Guias 30,31,32,33,34 e 35, certificando-se os valores de Ca, Cu, Fe,
Mn e Zn.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MATERIAL DE REFERENCIA

Entende-se Material de Referéncia como um material, suficientemente
homogéneo e estavel a uma ou mais propriedades especificas, que foi produzido para
uma determinada utilizagdo. O termo “Material de Referéncia” ¢ um considerado um
termo genérico, e € utilizado tanto no universo de Materiais de Referéncia (MR’s e
MRC’s), bem como para 0 subgrupo que compreende apenas 0s materiais de referéncia
ndo certificados. Ja o material de referéncia certificado é caracterizado por um
procedimento metrologicamente vélido para uma ou mais propriedades especificas e
acompanhando de um certificado que fornece o valor da propriedade especificada, sua
incerteza associada e uma declaracdo de rastreabilidade metroldgica (ABNT, 2012).

As propriedades do material de referéncia podem ser quantitativas ou
qualitativas e seus usos podem incluir a calibracdo de um sistema de medicgéo, avaliacdo
de um procedimento de medicdo, atribuindo valores para outros materiais e controle de
qualidade do método analitico. Porém um material de referéncia apenas pode ser
utilizado para uma unica finalidade de uma determinada medida, por exemplo, ndo pode
ser usado, a0 mesmo tempo, como calibrador e como material de controle de qualidade
para a mesma metodologia analitica. Por outro lado, um Unico material de referéncia
pode ser usado para avaliar a confiabilidade de um processo de medic¢do, durante o seu
desenvolvimento e validagdo. Depois disso, 0 mesmo material pode ser utilizado para o
controle de medigdes subsequentes (EMONS et al., 2006).

De acordo com a norma ABNT (2001), laboratorios de analises quimicas,
acreditados ou em fase de acreditacdo, devem demonstrar a rastreabilidade ao Sistema
Internacional. Para isso, dentre os requisitos necessarios para esses laboratorios, esta a
utilizacdo de Materiais de Referéncia — MRs ou Materiais de Referéncia Certificados —
MRCs com matriz semelhante & amostra a ser analisada e faixa de concentracdo
compativel com os analitos a serem quantificados (ISO 13528, 2005). No entanto, é
essencial que, mesmo laborat6rios de analises quimicas ndo acreditados, utilizem MRs
apropriados para a demonstracdo da qualidade do procedimento analitico de suas
analises, favorecendo a comparabilidade dos resultados analiticos (IAEA, 2003;
FERREIRA et al., 2016).
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Nas andlises quimicas, a garantia da qualidade dos procedimentos analiticos
deve ser criteriosa, prevenindo possiveis falhas durante a anélise para aumentar o grau
de confiabilidade dos resultados. Isto ocorre principalmente quando se comparam
resultados obtidos de uma amostra de matriz especifica com valores de referéncia de um
material conhecido. Esse material tem valores de concentragdo massica
homogeneamente distribuidos, tornando possivel a quantificacdo e identificacdo de
analitos de interesse na amostra, dentro dos padrdes de exceléncia em medigdes
(ABNT, 2000a). Outra aplicacdo do uso de MRs/MRCs ¢ a validacdo de métodos

analiticos a partir da garantia da qualidade das analises quimicas.

2.2 A IMPORTANCIA DA CONFIABILIDADE NAS ANALISES QUIMICAS

A comprovacao da qualidade dos procedimentos analiticos é necessaria para a
garantia de confiabilidade das analises quimicas em praticamente todas as esferas da
ciéncia. Existe uma infinidade de procedimentos que atuam diretamente na obtencéo de
dados confiaveis e comparaveis, tais como a competéncia do analista, as verificaces de
rotina, a validacdo de procedimentos analiticos e o correto uso de Material de
Referéncia - MR e Material de Referéncia Certificado — MRC. A aplicagcdo destes
métodos sdo a base da Metrologia em Quimica para medi¢des precisas e a validacdo de
resultados analiticos (KUPIEC et al., 2009).

De acordo com o Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) (JCGM,
2012), MR é definido como material, suficientemente homogéneo e estavel com relacéo
a propriedades especificas, preparado para se adequar a uma utilizacdo pretendida numa
medicdo ou num exame de propriedades qualitativas. MRC é um material de referéncia
acompanhado de uma documentacdo emitida por uma entidade reconhecida, a qual
fornece um ou mais valores de propriedades especificadas com as incertezas e as
rastreabilidades associadas, utilizando procedimentos validados (JCGM, 2012). A
definicdo de Material de Referéncia Padrdo — SRM (Standard Reference Material) é
utilizada pelo NIST (National Institute of Standards and tchnology) para a indicacgdo de
MRC com elevado nivel metrolégico (QUINAGLIA, 2012) e propriedades bem
definidas.

Outra propriedade importante é a comutatividade de um material de referéncia,
que é a propriedade de um MR expressa pelo grau de concordancia entre os resultados

de medicdo obtidos para uma dada grandeza desse material a partir de dois
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procedimentos de medicdo e a relacdo entre os resultados de medi¢do para outras
amostras similares (JCGM, 2012). Um dos principais responsaveis pela caracteristica de
ndo comutatividade de um MR é o efeito de matriz, contudo, a falta de especificidade
dos métodos utilizados também pode ser responsavel pela dificuldade de garantia de
comutatividade do material. O efeito de matriz é definido como a influéncia de uma
propriedade da amostra, independente da presenca do analito, sobre a medicéo e, assim,
sobre o valor da concentragdo a ser medida (VESPER et al., 2007).

Materiais de referéncia sdo recomendados em todas as normas para a garantia da
qualidade e competéncia de laboratorios de ensaio e calibracio (ABNT, 2001;
ISO 13528, 2005; EURACHEM, 2002). E empregado na calibraco de equipamentos, a
avaliacdo de metodologias e até na atribuicdo de valores a outros materiais ou padroes
de medicdo (ABNT, 2016; PANITZ, 2003; SILVA NETO, 2012).

Na rotina de um laboratério de andlises quimicas sdo necessarios materiais de
referéncia que, ap6s as medi¢des, permitam aferir 0 qudo os valores obtidos estdo
proximos aos esperados, relacionando-os com as propriedades de interesse, em
diferentes matrizes reais. E conveniente que todo material de referéncia seja
acompanhado de suas especificacGes de origem e processamento, a fim de garantir sua
rastreabilidade as unidades de medidas do sistema internacional (SILVA NETO, 2012;
ISO 17025, 2001), e podem ainda ser acompanhados de um certificado de anlise no
qual uma ou mais propriedades, como por exemplo, as concentracGes de elementos
quimicos, sdo garantidas por meio de procedimentos bem estabelecidos em termos de
rastreabilidade (ABNT, 2016; PANITZ, 2003). A obtengdo exata da unidade, nos quais
0s valores s8o expressos com as respectivas incertezas analiticas dentro dos limites
estabelecidos para um nivel de confianca satisfatorio, também caracteriza esse tipo de
material. Os resultados obtidos na analise do material de referéncia devem ser
comparados aos valores determinados no certificado deste material (exatid&o) e, no caso
de discrepancias para o intervalo da incerteza (precisdo) indicado neste certificado,
devem ser procuradas as causas do Vviés para tentar elimina-las ou aceita-las dependendo
do rigor de precisdo estabelecido para os procedimentos analiticos (ISO 17025, 2005;
ISO 13528, 2005; EURACHEM, 2002).

Atualmente existe o banco de materiais de referéncia COMAR (The Code
d'Indexation des Matériaux de Référence) disponivel para consulta on-line com mais de
8.000 materiais de referéncia certificados, fornecidos por cerca de 240 produtores, em

mais de 27 paises, e encontram-se classificados em 8 areas de aplicagdo como se pode
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observar na Figura 1 (COMAR, 2019). Materiais de referéncia sdo geralmente
produzidos por agéncias (institutos) estrangeiras, tais como o National Institute of
Standards and Technology - NIST, a International Atomic Energy Agency — IAEA,
National Water Research Institute — NWRI e o Institute for Reference Materials and
Measurements — IRMM. No Brasil, destacam-se como 0s principais produtores o
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas — IPT, o Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia — INMETRO e o Centro de Tecnologia Mineral — CETEM
(QUINAGLIA, 2012).

Figura 1 — Classificacédo das areas de aplicacdo dos MRs atualmente disponiveis.

3%

H Metais ferrosos H Metais ndo-ferrosos & Materiais industriais
H Propriedades fisicas & Organicos H Inorgéanicos
i Qualidade de vida EBiologia e clinica

Fonte: Adaptado de COMAR (2019).

Com respeito ao grande numero de materiais de referéncia atualmente
encontrados e a importancia para a pratica laboratorial, existe uma lacuna na
disponibilidade atual de materiais de referéncia para os mais diversos tipos de matrizes,
especialmente ambientais e de alimentos. Essa lacuna € ainda mais critica quando se
trata de materiais de referéncia desenvolvidos no Brasil e compativeis as necessidades
das rotinas analiticas realizadas no pais. Embora ndo seja muito bem esclarecido devido
a caréncia de normas para laboratérios de ensaios brasileiros, € muito recomendada a
aplicacdo de materiais de referéncia para o controle de qualidade dos procedimentos

analiticos de pesquisas cientificas. A problematica é intensificada pela auséncia de
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materiais de referéncia acessiveis e comutaveis para a grande parte dos laboratorios de

andlises quimicas no Brasil.

2.3 PRODUCAO DE UM MATERIAL DE REFERENCIA

A producdo de um material de referéncia ndo é tarefa facil para os laboratorios
de pesquisa, pois tal atividade requer o estabelecimento e o conhecimento de diversos
parametros relacionados com as medicfes. Ao material de referéncia devem ser
garantidas a sua homogeneidade, estabilidade, o tamanho de particulas, a composi¢éo
quimica e as incertezas analiticas de medicdo, entre outras caracteristicas fisico-
quimicas (SILVA NETO, 2012). A International Organization for Standardization -
ISO elaborou uma série de guias para preparacao, aplicacdo, avaliacdo e certificacdo de
materiais de referéncia. Dentre estas, a ABNT ISO GUIA 35 Materiais de referéncia -
Principios gerais e estatisticos para a certificacdo (ABNT, 2012) relaciona todos os
testes e as determinagOes que devem ser realizados para que um material de referéncia
produzido seja considerado adequado e possa ser utilizado como referéncia para ensaios
laboratoriais. Na Figura 2, encontram-se as etapas béasicas de producdo, avaliacdo e
liberac&o para uso de um material de referéncia.

As principais etapas envolvidas na avaliacdo de candidatos a material de
referéncia de matriz insetos para sua utilizacdo em laboratérios de analises quimicas sao

resumidas nas secdes a seguir.

2.3.1 Umidade

E o estado determinado pela quantidade de vapor de agua residual contido em
um corpo (PANITZ, 2003), sendo considerado parametro de extrema importancia, ja
que influencia todos os demais componentes do material de referéncia. A correcdo em
massa seca € fundamental para a expressdo dos resultados analiticos e deve ser realizada
em todo ensaio a partir da determinacdo de umidade com alta precisdo e acuracia
(CAMPBELL-PLATT, 2015). Diversos métodos podem ser utilizados entre eles
destacam-se a secagem em estufa, secagem a frio e a vacuo. Apos esses procedimentos,
a umidade pode ser obtida por meio da estabilizacdo de pesagens sucessivas em balanca

analitica. A massa da porgéo-teste utilizada para 0s ensaios também deve ser testada
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para garantir resultados confiaveis e sem desperdicar grande quantidade do material de
referéncia (CARDOSO et al., 2010).

Figura 2 - Fluxograma das etapas para produc¢do de um material de referéncia.

ndo da viabilid

Processamentc

mazenamen

Esterilizacio

acterizacio quin

Massa minima

Estabilidade

Certificacio

Fonte: Adaptado de Emons et al. (2004).
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2.3.2 Granulometria

Diferentes tamanhos de particulas em um material de referéncia podem interferir
na homogeneidade dos analitos devido ao fracionamento e as diversas composicdes
quimicas de cada fracdo. Essa caracteristica € menos critica para materiais de origem
biolégica em comparagdo com o0s materiais de matriz geoldgica. Esses ultimos
geralmente sdo formados por particulas e agregados com fracBes de distintas
composicdes quimicas (KRAMER et al., 2003). Uma maneira simplificada para avaliar
o tamanho das particulas da amostra € a pesagem antes e ap0s procedimento em
agitador de peneiras, em peneiras com tamanhos de malha conhecidos e padronizados,
embora anélises mais acuradas possam ser realizadas por meio de técnicas mais
especificas tais como a granulometria a laser e a espectrometria UV-visivel
(BAYLE et al., 2005).

2.3.3 Massa minima exequivel para andlise quimica

Segundo a ISO Guia 34 (2012), o estabelecimento de massa minima para a
porcdo analitica do material de referéncia para utilizacdo nas analises laboratoriais é
condicdo essencial para evitar erros e discrepancias dos valores certificados. Para tal,
diferentes massas do material sdo submetidas a analises quimicas e comparadas por
meio de ANOVA para avaliacdo da repetitividade e das diferencas significativas entre
os resultados de concentracdes de elementos quimicos. A massa minima de amostra
pode variar com o tipo de material de referéncia. Materiais de referéncia de matrizes
geoldgicas, por serem mais enriquecidos em elementos quimicos, utilizam pequena
porcdo analitica (100 mg — 150 mg). Para aqueles de matrizes bioldgicas, a massa
minima é bastante varidvel, atingindo até 2,5 g em material de referéncia de leite —

SRM 1549a Whole Milk Powder para a analise de vitaminas.

2.3.4 Homogeneidade

Essencial para a manutengéo das propriedades fisico-quimicas do material, esse
ensaio visa avaliar se porcGes analiticas retiradas de recipientes selecionados

aleatoriamente do lote preparado possuem as mesmas caracteristicas macroscépicas,
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fisicas e quimicas (CARDOSO et al., 2010). Um material é considerado homogéneo se
subamostras de um lote desse material estio em concordancia com os valores e as
incertezas pré-estabelecidas para alguns parametros. Para a avaliacdo da homogeneidade
¢ importante que sejam avaliados atributos em 2% a 5% do total de unidades do lote
produzido durante a estocagem. A variacdo entre as unidades analisadas deve ser
incluida na incerteza analitica expressa no certificado. Com os resultados do ensaio de
homogeneidade, determina-se também a quantidade minima recomendada para
utilizacdo do material de referéncia em analises laboratoriais. O teste estatistico
preconizado para avaliacdo da homogeneidade é a analise de variancias - ANOVA,
embora atualmente j& tenham sido observados ensaios utilizando analise multivariada -
MANOVA (SANTOS et al. 2015).

2.3.5 Estabilidade

E a avaliagdo da possivel degradacio do material apds diferentes periodos de
tempos subsequentes a sua preparagdo. Essa degradacdo pode ser decorrente de
exposicdo do material a temperatura, luz, umidade e oxigénio. Microrganismos, entre
outros fatores, sdo capazes de alterar as propriedades fisico-quimicas do material
(CARDOSO et al., 2010).

A embalagem é uma etapa crucial na manutencdo da estabilidade dos materiais
de referéncia que devem ser acondicionados em recipientes que evitem o contato com
oxigénio e umidade minimizando as interferéncias do meio externo (FAURE;
WAGSTAFFE, 1993). De maneira simples, o teste de estabilidade é realizado sob duas
modalidades:

e Exposicdo do material a uma alta temperatura durante até quatro semanas, com a
finalidade de avaliar possiveis condi¢fes adversas durante o transporte
inadequado;

e Ensaio realizado nas condi¢cbes de estocagem por grandes periodos de modo a
estudar a estabilidade do material durante 0 armazenamento dentro do seu prazo
de validade.

Para este fim, diversos parametros sdo medidos durante um intervalo de tempo
de cerca de um ano. Quando ha efeito temporal, a incerteza do parametro estabilidade é

avaliada por analise de regressdo (LISINGER et al., 2001).
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2.3.6 Certificacao das concentracdes de elementos quimicos

Para atribuir valores de uma propriedade de um Material de Referéncia, séo
aceitos quatro abordagens: a utilizacdo de um unico método primario em um Unico
laboratdrio, 0 emprego de uma ou mais técnicas analiticas independentes em um mesmo
laboratério, a colaboragdo interlaboratorial com um ou mais meétodos de exatiddo
demonstravel e a medicdo com um método especifico por uma rede de laboratorios. A
abordagem considerada adequada vai depender do tipo de material de referéncia, do uso
pretendido, da qualificacdo dos laboratorios envolvidos e da qualidade dos métodos
empregados (ABNT, 2012).

A abordagem de um unico laboratorio é baseada em utilizar os dados de um sé
laboratdrio para atribuir valores as propriedades. Isto pode ser feito a partir de um
método de razdo primadria que ndo ¢ adequado para MRC’s de matriz devido ao risco de
ocorrerem efeitos de matriz ou interferéncias. Para esses casos, a ABNT (2012a)
recomenda o uso de, pelo menos, dois resultados independentes de métodos
independentes. Para realizar a certificacdo das concentracGes obtidas neste estudo
optou-se pela realizacdo das analises de amostras independentes a partir de técnicas

analiticas independentes.

2.3.7 Escolha do tipo de matriz do material de referéncia

De acordo com a IAEA (IAEA, 2003), a escolha do tipo de matriz € baseada na
sua disponibilidade (composi¢do quimica, propriedade fisicas e estabilidade), na forma
quimica, nivel metroldgico e na presenca de outras substancias e elementos quimicos
interferentes, assim como a homogeneidade e na demonstracdo da rastreabilidade
(Tabela 1).

A demanda por analises quimicas utilizando insetos € crescente dada a
comprovacdo da sua utilizagdo como biomonitores em estudos de avaliacdo da
qualidade ambiental dos mais variados ecossistemas (SANTOS, 2016) e seu emprego
como substituto na alimentacdo humana por serem fontes de proteinas de alta qualidade
e de nutrientes (UNIVERSITY FOUNDATION, 2016). Com isso, a demanda por
material de referéncia de insetos torna-se ainda maior, 0 que justifica a escolha dessa

matriz para a producdo de um material de referéncia.
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Tabela 1 - Caracteristicas a serem consideradas para a disponibilidade de material

de referéncia certificado.

Caracteristicas Consideragdo
Disponibilidade dos Existe MRC apropriado disponivel no que diz respeito a:
MRCs e Matriz (composicdo quimica, propriedades fisicas e

estabilidade)
Forma quimica e nivel metrologico adequado
Presenca de outras substancias e elementos quimicos

(eventuais interferéncias na medicdo)?

Este material de referéncia pode ser comparado com a

amostra?

Atribuicéo de valores de o

propriedades

Como foram determinados os valores de propriedades de
MRC especifico (caracterizacéo)?

Existe alguma informacgdo quantitativa da distribuicdo
de elementos no material? Homogeneidade do material?

Sao os valores de propriedades atribuidos rastredveis
para alguma referéncia estabelecida, por exemplo, o SI?

A rastreabilidade foi demonstrada?

Este MRC pode ser usado para calibracéo?

Incerteza dos valores de H4 incerteza do valor de propriedade atribuido?

propriedades atribuidas O que isso representa:

Incerteza analitica como um intervalo dos valores de
propriedades atribuidas (de acordo com a definicdo da
incerteza)

Pardmetros estatisticos, por exemplo, intervalo de
confianga da meédia dos valores médios obtidos pelos
laboratorios

As informagdes fornecidas permitem o calculo de uma

incerteza adequada?

O MRC é comutavel?

Fonte: Modificado de IAEA (2003)
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2.4 A MATRIZ INSETOS

Os insetos merecem relevancia, diante de todos os tipos de vida no planeta, por
se tratarem dos animais mais abundantes (Figura 3). Incontaveis espécies, quantidade de
adaptacGes ambientais e biomassa sdo incomparaveis a qualquer outro grupo animal
(FELIX et. al, 2010).

Figura 3 - Quantidade de espécies de seres vivos reconhecidas.

Algas

Protozoarios

30.800 (2%) 26.900 (1,66%)
Bactérias
Futgpe 4.800 (0,34%)
69.000 (5%)

Vegetais
248.000 (18%)

Insetos
751.000 (53%)

Outros
animais
281.000 (20%)

Fonte: Wilson (2010), p. 46.

O numero de espécies de insetos conhecidas atualmente é estimado em quase um
milhdo, entretanto, estima-se que existam entre 2,5 e 10 milhdes de espécies. A
discrepancia de valores das estimativas é gigantesca, 0 que corrobora a imensa
diversidade deste grupo, superior a qualquer outro grupo de organismos que exista ou
que ja tenha existido neste planeta. Para fins de comparacdo, s6 as formigas totalizam
aproximadamente 10 quatrilhdes de individuos, pesando aproximadamente 0 mesmo
que todos os 6,5 bilhdes de seres humanos (FELIX et. al, 2010).
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Contrariamente ao que normalmente se imagina, 0s insetos trazem mais
beneficios do que prejuizos por meio da producdo da seda, alimentos (polinizag&o),
farmacos, corantes e produtos de inovagdo (novas substancias e controle bioldgico). E
incontestavel a sua importancia para a evolugdo das espécies, principalmente plantas, e
para manutencdo dos ecossistemas. Defesas fisico-quimicas de plantas e recursos
alimentares selecionam grupos de herbivoros. Esses fendmenos influenciam a evolucéo
das defesas e reproducéo de plantas (COLEY; BARONE, 1996), resultando, em alguns
casos, em um processo coevolutivo (JANZEN, 1980).

Os insetos atuam em diversos processos como a regulacdo de comunidades
microbianas, a fragmentacdo do material vegetal em decomposicéo e a estruturacdo do
solo por atividades de escavagdo. Participam, ainda, da ciclagem dos nutrientes,
modificando a qualidade da serapilheira e do solo (AQUINO, 2001; CORREIA;
OLIVEIRA, 2000). A eliminacdo total deste grupo de seres vivos do solo, acarretaria
graves consequéncias ao ambiente, perturbando as cadeias alimentares, causando a
extincdo de espécies e comprometendo o0s ciclos biogeoquimicos (HOLL,;
KAPPELLE, 1999).

2.4.1 A utilizacao dos insetos em analises ambientais

Os insetos estdo sendo reconhecidos como indicadores ambientais, além da
praticidade para utilizacdo em protocolos laboratoriais (BROWN, 1997). A aplicacdo
dos insetos em pesquisas ambientais apresentam pontos favoraveis como a abundancia
no ambiente e a diversidade de espécies quanto aos habitos alimentares e ambientais,
caracteristicas que permitem amostragem sem prejuizos para a comunidade e
contribuem para estudos laboratoriais (SANTOS, 2016).

Os insetos possuem propriedades como a quimiorrecep¢do, que permitem a
interacdo entre os organismos e 0 ambiente, favorecendo a localizagcdo de alimentos e
reconhecimento  de  predadores, além de alertar contra  substancias
toxicas (MASUKO, 2003).

Particularidades como tamanho reduzido, capacidade de reproducdo e curto
periodo entre as geragdes permitem respostas rapidas as alteragcbes ambientais,
demonstrando a relevancia do uso desses animais como biomonitores, além da

adaptacdo as condicGes ambientais criadas pelas atividades humanas, comportamento
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esse denominado de sinantropia (NUORTEVA,1963; PAIS, 2003). Trabalhos
demonstraram a utilizagdo da classe Insecta como biomonitores a fim de verificar
impactos ambientais e desenvolver valores de referéncia de elementos quimicos para
serem usados como padrdo (ARDESTANI et al., 2014).

O actmulo de elementos quimicos nos insetos pode estar relacionado com as
concentragOes presentes no solo e alimentos (TALARICO et al., 2014) e o emprego
destes para analise de contaminacdo ambiental por deposi¢do de elementos quimicos no
solo foi demonstrado por Gongalsky (2006), que analisou em insetos a bioacumulagéo

de analitos resultantes dos residuos da mineragdo de uranio para producéo de energia.

2.4.2 Insetos como alimentos

A entomofagia ainda € pouco praticada nos paises ocidentais, principalmente
devido & neofobia alimentar e aos poucos atrativos sensoriais em comparacéo a carne,
porém vem crescendo muito em importancia em todo o mundo por apresentar diversos
beneficios ao planeta e ao ser humano (MEGIDO et al., 2016), mesmo assim faz parte
do cardapio de cerca de 2 bilhdes de pessoas no mundo (MAKKAR et al., 2014).
Devido a isso, 0s insetos vém sendo considerados como 0s principais substitutos da
carne, pois geralmente apresentam elevados teores de proteina (Figura 4), aminoacidos,
contém uma grande variedade de micronutrientes, tais como 0s minerais cobre, ferro,
magnésio, manganés, fésforo, selénio e zinco (Figura 5) e as vitaminas riboflavina,
acido  pantoténico, biotina e em alguns  casos  é&cido  fdlico
(RUMPOLD; SCHLUTER, 2013).

Apesar disso, 0 consumo de carne ndo esta previsto para diminuir nos proximos
anos, pelo contrario estd projetado um aumento na producdo de 229 milhdes de
toneladas em 1999/2000 para 450 milhdes de toneladas em 2050
(STEINFELD et al., 2006). Este fato é bastante preocupante do ponto de vista ambiental
e econdmico devido a disponibilizacéo de terras para criacdo e producdo de alimentos
para 0s animais, ao uso da dgua, ao consumo de agroquimicos e as emissdes de gases do
efeito estufa. Por outro lado, os insetos apresentam uma alta eficiéncia de converséao
alimentar (Figura 6) e, em sua producdo, tem-se uma dependéncia de espaco de terras
bastante inferior a pecuaria tradicional, empregando-se quantidade de &gua
significativamente menor do que o gado tradicional. Assim, ha a producéo de alimentos

e ragdes com uma maior economia de recursos, além da reducdo da producdo de gases
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de efeito estufa (FAO REGIONAL OFFICE FOR ASIA AND THE PACIFIC, 2010;
NAKAGAKI; DEFOLIART, 1991).

Figura 4 - Quantidade (g) de proteina e gordura em 100 g de alimentos.
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Fonte: Modificado de Vox (2016).

Figura 5 - Concentracéo de cobre, ferro, manganés e zinco em carnes e em insetos
utilizados como alimentos.
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Figura 6 - Eficiéncia de producéo convencional de carne e grilos.
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Fonte: Modificado de Vox (2016).

Mesmo assim, ha a necessidade de verificacdo da seguranca alimentar, valores
nutricionais quanto a macro e micronutrientes, os quais dependem de uma cadeia
rastreavel de medicdo, o que inclui o emprego de materiais de referéncia e técnicas

analiticas confiaveis.

2.4.3 Quantificacdo de elementos quimicos em insetos

As técnicas analiticas Fluorescéncia de Raios-X por Dispersdao de Energia -
EDXRF, Analise por Ativacdo Neutronica Instrumental — INAA, Espectrometria de
Absorcdo Atbmica — AAS e Espectrometria de Massas por Plasma Acoplado
Indutivamente — ICP-MS foram aplicadas para a determinacdo de até 20 elementos
guimicos em invertebrados terrestres, incluindo insetos (SANTOS, 2016).
Magalhées (2015) testou diversos procedimentos de tratamento quimico para a
quantificacdo de elementos quimicos, prosseguindo com a quantificacdo de 13
elementos quimicos por EDXRF, GFAAS e ICP-MS em insetos de vegetacdo
preservada de Mata Atlantica. Santos (2016) determinou As, Cd, Cl, Co, Cr, Cu, Fe, K,
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Mo, P, Pb, S, Sb, Th e Zn em invertebrados terrestres de ambientes urbanos, utilizando
as técnicas de EDXRF, GFAAS e ICP-MS. Em ambos os casos, foram utilizados
procedimento do Laboratorio de Servicos Ambientais — SEAMB do Centro Regional de
Ciéncias Nucleares do Nordeste — CRCN-NE. A comprovacdao da qualidade do
procedimento analitico foi baseada em materiais de referéncia de matrizes diferentes da
amostra (RM 8414 Bovine Muscle e SRM 1547 Peach Leaves) (MAGALHAES, 2015;
SANTOS, 2016), assumindo-se que as dificuldades quanto ao tratamento sejam maiores
para o0 musculo bovino e tecidos vegetais que a matriz de insetos.

A gama de elementos quimicos determinados nestes trabalhos foi resultado da
utilizacdo das técnicas analiticas disponiveis no CRCN-NE para a quantificacdo de

muitos elementos quimicos com nivel metrolégico adequado.

2.5 TECNICAS ANALITICAS

Para a avaliagdo dos candidatos a material de referéncia de matrizes de insetos,
torna-se essencial a determinacdo de diversos elementos quimicos com nivel
metrologico adequado (parametros de analise e estatisticos controlados e resultados
rastredveis ao sistema internacional). Para isso, necessita-se do uso de técnicas
analiticas adequadas para andlises quimicas com matrizes bioldgicas como a
Espectrometria de Absor¢do Atdmica com Chama — FAAS e a Espectrometria de
Absorcdao Atébmica com Forno de Grafite - GFAAS. Por se tratar de uma técnica
analitica rapida e ndo destrutiva a Fluorescéncia de Raios-X por Dispersao de Energia —
EDXRF — foi utilizada como técnica complementar para a quantificacdo dos elementos
quimicos, no Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste — CRCN-NE.

2.5.1 Espectrometria de Absorgéo Atdmica

O principio da Espectrometria de Absor¢do Atdmica - AAS é realizar a medigéo
da absorcéo da intensidade da radiacdo eletromagnética pelas espécies atdmicas neutras,
ndo excitadas, em estado gasoso. Cada uma destas possui um espectro de absorcao
formado por uma série de estreitas raias caracteristicas devidas a transicdes eletrénicas
envolvendo os elétrons externos. Grande parte dessas transi¢cfes corresponde a

comprimentos de ondas nas regides ultravioleta e visivel. Cada uma dessas espécies
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atdbmicas € capaz de absorver radiaces de comprimentos de onda iguais aos das
radiacdes que ela é capaz de emitir quando excitada (EWING, 1989). Esse fendbmeno é
utilizado para a determinacdo quantitativa de elementos quimicos em uma ampla
variedade de amostras (WELZ; SPERLING, 1999).

O espectrometro é composto de uma fonte de radiacdo, de um sistema de
atomizacdo, de um conjunto monocromador e do detector (Figura 7). A atomizacdo
pode ser feita em chama, em tubo aquecido acoplado a um gerador de hidretos, por
meio da geracdo de vapor a frio e, eletrotermicamente, em forno de grafite, por exemplo
(JACKSON, 1999). Os dois tipos de atomizadores mais utilizados s@o a chama (FAAS)
e o forno de grafite (GFAAS). FAAS é a técnica mais indicada para analise em niveis
de mg kg™. Dada & seletividade, a sensibilidade e a possibilidade de determinagéo de
elementos tracos importantes para a saide humana, GFAAS pode ser empregada para

analises quimicas e quantificacdo em nivel de pg kg™, (KRUG et al., 2004).

Figura 7 — Diagrama de blocos de um espectrémetro de absorc¢ao atdmica.
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Fonte: Magalhées (2015).

No atomizador, sdo gerados 0s atomos gasosos no estado fundamental, que irdo
absorver a radiacdo de comprimento de onda caracteristico proveniente da fonte de
radiacdo e, consequentemente, possibilitar a determinacdo da concentracdo do analito
(LAJUNEN, 1992). Embora mais sensivel e versatil, a técnica GFAAS é susceptivel a
alteracdes instrumentais e operacionais como as variagdes na temperatura, na taxa de
aquecimento do tubo de grafite, no volume injetado de amostra, na radiagcdo emitida da
fonte, nos modificadores de matriz e nas dilui¢6es, podendo acarretar efeito de memdria
(BUTCHER; SNEDDON, 1998).
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As principais fontes de radiacdo para a excitacdo dos atomos de elementos
quimicos capazes de emitir radiacdo nas regides visivel e ultravioleta do espectro
eletromagnético sdo as lampadas de catodo oco (HCL - hollow-cathode lamp), as fontes
de espectros continuos e as lampadas de descarga sem eletrodos (EDL — Electrodeless
Discharge Lamp) (WELZ; SPERLING, 1999). As lampadas de catodo oco sao
construidas em um tubo de vidro preenchido com gés inerte (Figura 8). O céatodo é
confeccionado ou revestido com o elemento quimico de interesse, j& o anodo é
constituido por um bastao de zirconio ou tungsténio (WELZ; SPERLING, 1999).

Para injecdo da amostra, um tubo capilar flexivel leva a solucdo ao nebulizador,
responsavel pela nebulizacéo e formacdo de um aerossol. As gotas maiores caem e sao
drenadas, enquanto as de menor didmetro vaporizam na chama ou no forno de grafite,
sendo atomizadas. O rendimento da nebulizacdo da solucdo é cerca de 1%
(SKOOG, 2006; KRUG et al., 2004; RSC, 2016). Na Figura 9 é mostrado o esquema de

funcionamento de um espectrometro de absor¢do atbmica com chama.

Figura 8 — Esquema de uma lampada de catodo oco.
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Fonte: Modificado de Varian (2001).
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Figura 9 — Funcionamento do espectrometro de absorg¢éo atbmica com atomizacao

por chama.
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Fonte: Kruget al (2004).

2.5.2 Fluorescéncia de Raios-X por Dispersédo de Energia - EDXRF

Como uma técnica analitica quali-quantitativa, EDXRF baseia na medicdo da

intensidade de fluorescéncia de raios-X emitidos pelos elétrons dos atomos de

elementos quimicos da amostra, detectados por unidade de tempo. Os raios-X sao

emitidos por tubos apropriados, que excitam os elétrons dos atomos. Ao retornar ao seu

estado de estabilidade, os atomos emitem raios-X caracteristicos (Figura 10). A energia

desses é especifica para cada elemento quimico. A intensidade dos raios-X que é

medida pelo detector é relacionada a concentracdo de cada elemento quimico na

amostra por meio de curvas analiticas. Detector semicondutor de alta resolucdo para a

medicdo € normalmente empregado, com capacidade de produzir pulsos eletrénicos

proporcionais as energias e as intensidades dos raios-X. O detector de Si-Li € o mais
utilizado (JANSSENS et. al, 1993).
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Figura 10 — Fluxograma de funcionamento de um EDXRF.
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No equipamento de EDXRF, emprega-se o detector de SiLi para a quantificacdo
de raios-X (Linha Ka e Kp) emitidos pelos elétrons dos elementos quimicos com
namero atdbmico variando entre 13 (Al) e 50 (Sn). Para os elementos quimicos de maior
peso atdmico, podem ser utilizados os raios-X das camadas L e M. Ja para elementos
quimicos leves (nimero atémico menor que 13) ndo é aconselhavel o uso do EDX
devido a baixa eficiéncia para raios-X de baixa energia para esse tipo de detector
(GARCIA; SANTOS, 1974).

O emprego da técnica de EDXRF requer padronizacao dos parametros para cada
rotina experimental. Cada amostra a ser analisada deve ser avaliada com base em curvas
estabelecidas previamente com materiais de referéncia certificados ou padrdes internos
(REDUS et al., 2009; SOUSA et al., 2013). O aumento do nivel metroldgico de EDXRF
é algo bastante desafiador, ja que a precisdo e exatidao sdo baixas quando comparadas

com as demais técnicas.
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3 MATERIAL E METODOS

Os candidatos passaram por procedimentos adequados atendendo a requisitos

estabelecidos internacionalmente pelas ISO Guias 30 a 35.

3.1 SELECAO DO MATERIAL

Para a escolha do um candidato a MR, foram utilizados larvas de tenébrio
gigante (Zophobas morio) e tenébrio comum (Tenebrio molitor), além das espécies de
barata cinérea (Nauphoeta cinerea) e grilo preto (Gryllus assimilis) fornecidos em
forma de farinha de insetos desidratados pela empresa Insetos Brasil, localizada no
Municipio de Camaragibe, Pernambuco (Figuras1l, 12 e 13), visando sanar a
deficiéncia quanto a disponibilidade de materiais de referéncia neste tipo de matriz. As
amostras foram obtidas na forma de farinha para garantir homogeneidade e
comutatividade dos candidatos a MR.

Figura 11 — Espécies de insetos utilizadas para a producao de farinha. A. Larvas de

tenébrio gigante — Zophobas morio. B. Larvas de tenébrio comum — Tenebrio molitor.

Fonte: O autor.
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Figura 12 — Espécies de barata cinérea — Nauphoeta cinérea empregada para a

producéo de farinha

Fonte: O autor.

Figura 13 — Espécies de grilo preto — Gryllus assimilis

Fonte: O autor.

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As etapas e sequéncia de experimentos que foram realizadas no presente estudo
estdo ilustradas na Figura 14. ApOs a preparagdo das amostras, homogeneizacdo e

quarteamento foi realizado o envase em recipientes apropriados e subsequente
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esterilizacdo por radiacdo gama para 0S ensaios conseguintes, isto é, estabilidade,
granulometria, umidade, homogeneidade, massa minima e caracterizacdo quimica das
amostras. As amostras de farinhas de insetos foram identificadas de acordo com a

Figura 14 visando facilitar a identificacdo dos lotes de amostras.

Figura 14 - Esquema dos ensaios realizados para a escolha do candidato a

material de referéncia.
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Fonte: O autor.

As principais etapas do método analitico foram estudadas e monitoradas,
utilizando as ferramentas de controle estatistico da qualidade. Para conhecer e visualizar

possiveis causas originarias dos problemas e/ou as condigdes necessarias para gerar um



44

resultado satisfatorio, fez-se o uso do diagrama de Ishikawa (Figura 15). Com isso, foi
possivel identificar potenciais causas de falha (fontes de incertezas), assim como

averiguar o controle da qualidade.

Figura 15 — Diagrama de Ishikawa identificando as tarefas criticas para a garantia

do controle da qualidade.
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Fonte: O Autor

Para garantir a obtencdo de resultados com qualidade, através do diagrama de
Ishikawa foram identificadas todas as etapas criticas ao processo (retdngulos amarelos)
e, em seqguida, verificaram-se as possiveis causa de resultados inadequados em cada
uma dessas etapas. Todas as causas possiveis identificadas foram tratadas, ou por
procedimentos bem estabelecidos no Servico de Monitoracdo Ambiental do Centro
Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (SEAMB/CRCN-NE), ou por tratamento
prévio de cada problema identificado nesse diagrama. Os procedimentos utilizados apds

o0 planejamento encontram-se detalhados a seguir.
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3.2.1 Preparacao das amostras

Aproximadamente 1 kg de farinha de cada espécie de inseto foi levado a um
laboratério de preparacdo do SEAMB/CRCN-NE, ambiente devidamente limpo e
adequado para a preparacdo das amostras (Figura 16). Todo o procedimento de
preparacdo das amostras foi realizado em capela de fluxo laminar Veco (modelo Biosafe
— 12) com filtro HEPA (High Efficiency Particulate Arrestance) para evitar a

contaminacdo com elementos quimicos exogenos.

Figura 16 — Laboratdrio adaptado para a preparacao de amostras.
A. Isolamento da estagdo de moagem de amostras. B. Barreira nas portas do
laboratorio para evitar contaminantes externos. C. Barreira nas janelas do

laboratorio para isolamento do ambiente.

Fonte: O autor.

As farinhas de insetos tiveram o tamanho de particulas ainda mais reduzido em
liquidificador industrial Skymsen (modelo LT — 2,0 Super) modificado com lamina de
titinio. Em seguida, as amostras foram para 0 moinho de bolas com material de

moagem de alumina sinterizada (Figura 17) para serem cominuidas.
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Figura 17 — Moinho planetario de bolas modelo PM200 (A) e detalhe do

sistema de moagem com 0s vasos (B).

Fonte: O Autor

Todavia, ndo se obteve resultado satisfatorio de moagem como se pode observar
na Figura 18, impossibilitando o peneiramento e selecdo de particulas a um tamanho
adequado, devido a compactacdo exacerbada das particulas. Isto provavelmente foi
associado a agucares e a quantidade de gordura presente nos insetos, visto que 0s insetos
sdo triturados pelo fornecedor apds fervura e secagem em estufa, causando alteracdes na

estrutura de agucares e proteinas.

Figura 18 — Aspecto da amostra de farinha de insetos em moinho de bolas.

Fonte: O autor.

Ap0s a tentativa anterior ndo resultar em uma moagem adequada, optou-se pela
utilizacdo de um surfactante para minimizar as dificuldades na moagem, deixando as
amostras em formas de particulado. Para tanto, foram realizados testes com almofariz e
pistilo adicionando diferentes quantidades de sulfato de sodio e farinhas de insetos
triturados variando de 30% a 50% v/v a quantidade de sulfato. Ao final dos testes
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estabeleceu-se uma mistura de 50% m/m de sulfato para as larvas de tenébrio gigante e
tenébrio molitor e de 30% m/m para a barata cinérea e o grilo preto (Figura 19). Uma
vez definida a proporgdo adequada para a moagem das farinhas com o surfactante, foi
realizada moagem de 1 kg da mistura, seguido de peneiramento adequado, resultando
em particulas menores que 0,25 mm como se pode observar na Figura 20, obtendo-se
aproximadamente 800 g de amostra de cada candidato.

Figura 19 — Teste da mistura com surfactante para a moagem da amostra de grilo
preto.

Fonte O Autor

Figura 20 — Cominuicao das amostras. A. Peneiramento das amostras em peneira

de 0,25 mm. B. Detalhe da amostra de grilo antes e depois da cominuigéo.

GRILO

CRICKET

Fonte O Autor
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3.2.2 Homogeneizacao

Terminado o processo de cominui¢do e peneiramento, os candidatos CRCN 1,
CRCN 2, CRCN 3 e CRCN 4 foram submetidos a homogeneizacdo. A amostra CRCN 4
(barata cinérea) foi primeiramente submetida a homogeneizacdo em moinho de vasos
com velocidade angular de 30 rotagcbes por minuto, utilizando bolas de alumina
sinterizada para auxiliar no processo durante sete dias. Esta metodologia foi
insatisfatdria visto que a amostra apresentou alto grau de heterogeneidade (Figura 21),
pois devido a tendéncia de movimento continuo e unidirecional, formaram-se
aglomerados de amostra. Sendo necessario adotar outa maneira para a homogeneizacao

das amostras.

Figura 21 — Homogeneizacao de amostras. A. Moinho de jarros com bolas de

alumina sinterizada. B. Amostra heterogénea apds sete dias de homogeneizacao.

Fonte O Autor

Em seguida, buscou-se uma alternativa para realizacdo desta homogeneizacao,
utilizando-se uma betoneira Horbach de 250 L, visto que 0 movimento ndo seria mais
repetitivo e continuo na mesma diregdo como ocorria na tentativa anterior. Para tanto, a
amostra utilizada foi a CRCN 4. Toda a amostra foi transferida para um balde de
polietileno e foram utilizadas bolas de vidro para auxiliar no processo. O recipiente foi
envolvido em espuma e selado para evitar danos e contaminacdo e, em seguida,
colocado na betoneira (Figura 22) por um periodo de sete dias. No entanto, devido ao
seu alto grau de heterogeneidade e a prévia compactacdo, mais uma vez o resultado
obtido ndo foi o desejado como se pode observar na Figura 23, em que toda a amostra
ficou totalmente compactada, sendo assim a amostra de barata cinérea foi descartada do
estudo.
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Figura 22 — Processo de homogeneizacéo utilizando betoneira.

Fonte O Autor.

Figura 23 — Amostra de barata cinérea apds homogeneiza¢do na betoneira.

Fonte O Autor.

As outras amostras dos candidatos a MR (CRCN1, CRCN2 e CRCN3) foram
transferidas para baldes de polietileno com esferas de vidro para auxiliar na
homogeneizacdo, que foram selados e protegidos (Figura 22). Todo o conjunto foi
submetido a0 mesmo processo descrito acima em betoneira por um periodo de sete dias,
obtendo resultados aparentemente satisfatorios. Apds este processo, as amostras foram

encaminhadas para o0 quarteamento e envase.
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3.2.3 Quarteamento e Envase

Apo6s a homogeneizacdo, para a composicdo dos lotes, foram transferidas
por¢des de 20 g de cada amostra, segregadas por quarteador de 8 vias da Sonda Terra
(Figura 24).

Figura 24 — Ambiente utilizado para o quarteamento das amostras em capela

de fluxo laminar.

Fonte O Autor.

As porgdes homogeneizadas foram transferidas para frascos apropriados
previamente limpos. Para a descontaminagdo, os frascos permaneceram mergulhados
em solucdo de detergente Extran (Merck) 5% v/v durante 24 horas com a conseguinte
lavagem com agua Tipo I (Resistividade > 10 MQcm™). Ap6s isso, os frascos foram
novamente mergulhados em solucdo de &cido nitrico (ultrapuro) 10% v/v por 24 horas,
enxaguando-se novamente realizado com agua Milli-Q. Todos os reagentes utilizados
na limpeza foram de alto grau de pureza. A secagem dos recipientes foi realizada em
capela de fluxo laminar. Ao final, obteve-se um total de 40 frascos para cada candidato
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(CRCN1, CRCN2 e CRCN3). Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo

laminar para evitar contaminag¢do com particulados atmosféricos.

3.2.4 Esterilizacéo dos candidatos a Material de Referéncia

Para a esterilizacdo, de modo a evitar perdas por degradacdo microbioldgica, a
irradiacdo dos frascos contendo os candidatos a MR, foi realizada empregando um
irradiador de Co-60 tipo Gammacell 220 Excel-MDS Nordion (Figura 25) do
Departamento de Energia Nuclear/Universidade Federal de Pernambuco — UFPE, com
dose de radiacdo gama de 5 kGy durante o periodo de 2h e 20 min. Essa dose foi
considerada apropriada para esterilizacdo conforme o estudo realizado por Moreira
(2010).

Figura 25 — Irradiador com fonte de Co® Gammacell 220 Excel-MDS Nordion do

Departamento de Energia Nuclear da UFPE.

Fonte: O Autor.
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3.2.5 Determinacédo da massa minima exequivel

Para realizacdo do estudo de massa minima, foram escolhidos aleatoriamente
cinco frascos de cada um dos candidatos. Baseando-se nos resultados obtidos por
Fonseca (2010) e Magalhées (2015), que conseguiram determinar elementos quimicos
em insetos com massas minimas da ordem de 250 mg, foram retiradas por¢des de
750 mg e 1,25 mg (massa total do “blend”) dos candidatos a MR em triplicata para cada
massa. Essas quantidades dos candidatos a MR foram referentes as massas 250 mg e
500 mg de farinhas de insetos (massa apenas de farinha de insetos dentro do “blend”), o
que corrobora com os resultados de inimeros materiais de referéncia de matrizes
bioldgicas. Foi realizada determinacéo das concentracdes dos elementos quimicos Cu,
Fe e Mn por FAAS. Para avaliar esses resultados, foi utilizada a constante de
amostragem Ks proposta por Ingamells (INGAMELLS; SWITZER, 1973;
INGAMELLS, 1974) e o estudo do desvio padrdo relativo em compara¢do com o
desvio padrdo de repetitividade da técnica analitica (ABNT, 2012a), para as duas
massas propostas no estudo.

Ao realizar-se o procedimento de pesagem das amostras, foi observado que todo
o loto do candidato a material de referéncia CRCN3 apresentou indicios de
heterogeneidade (Figura 26) com formacéo de aglomerados. Deste modo, optou-se por
ndo utilizé-lo nas demais etapas sem antes realizar uma rapida verificacdo de
homogeneidade para confirmacdo do que foi constatado qualitativamente, evitando
custos desnecessarios. Dentre 0s equipamentos disponiveis, EDXRF proporciona

resultados adequados com a rapidez necessaria para o ensaio.

Figura 26 — Amostra do candidato a Material de Referéncia CRCN 3 com indicios

de heterogeneidade.

Fonte: O Autor.
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3.2.6 Determinacéo de umidade residual

Para determinacdo de umidade residual, porcdes analiticas em triplicata de
1,25 g de frascos escolhidos aleatoriamente de candidato a MR, foram transferidas para
recipientes de aluminio tarados previamente com auxilio de balanca analitica
DenverM-220D (precisdo de 0,0001g). Os procedimentos avaliados envolveram: (1)
secagem em estufa de circulacdo forcada a 85 °C, (2) secagem a frio em liofilizador
apos congelamento das amostras e (3) secagem a vacuo em dessecador com silica gel. O
tempo minimo de secagem foi também estudado a partir da pesagem a cada 1 hora até
peso constante (diferencas entre pesagens sucessivas menores que 10 mg) para a estufa
e o liofilizador. Para o dessecador a vacuo, foram realizadas pesagens a cada dia até
peso constante num periodo maximo de dez dias. Antes de cada pesagem, as amostras
foram levadas a dessecador para equilibrio térmico em temperatura ambiente, quando

necessario. A Equacdo 1 foi utilizada para o célculo do teor de agua nas amostras.

eso
Y%umidade = (1 — M) x100 1)
PESOumido

3.2.7 Anélise granulométrica

Para a anélise da distribuicdo dos tamanhos de particulas, foi utilizado conjunto
de agitador magnético e peneiras (Figura 27) de abertura de 500 pum, 250 pm, 149 pum,
125 pm, 74 um e, finalmente, 63 um. Para tanto, foram escolhidos aleatoriamente trés
fracos de cada candidato a MR. Ap06s peneiramento por um periodo de uma hora, as
peneiras previamente taradas em balanca semianalitica foram novamente pesadas,
seguindo-se com a estimativa de fracdo de massa retida em cada peneira por meio da
diferenca nas pesagens. Logo apos, foi calculada a distribuicdo percentual das

particulas.
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Figura 27 — Agitador magnético com conjunto de peneiras.

Fonte: O Autor

3.2.8 Avaliacdo da homogeneidade inter e intra-frascos

A andlise de variabilidade inter e intra-frascos, componente mais importante
para a selegcdo do candidato a MR, foi realizada por meio da determinagdo de Cu, Fe e
Mn por FAAS para 0 CRCN1 e CRCNZ2, pois sdo elementos de facil quantificacdo por
esta técnica, possibilitando uma resposta adequada, rapida e bastante precisa (BODE et
al., 2000). Para o CRCN3, optou-se por avaliar esta caracteristica por meio da
quantificacdo de sddio e fosforo por EDXRF, visto que este candidato apresentou sinais
de heterogeneidade. Esta técnica analitica gera resultados de maneira mais rapida e
menos custosa.

Foram realizadas amostragem sistematica aleatdria de cinco frascos para cada
tipo de candidato a MR, nos quais foram retiradas 3 por¢des analiticas (4 g), e destas,
trés sub-porc¢des analiticas de 1,25 g, totalizando 45 sub-por¢des de cada candidato a
MR. Apds a obtencdo dos resultados foi testada a presenca de dados anémalos por meio
do teste de Grubbs e a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilks. Em seguida,
ANOVA foi utilizada para avaliar as diferencas inter- e intra-frascos quanto as fracoes
de massa dos elementos quimicos, tal como recomendado pela ABNT (2012a),
possibilitando também estimar a componente da incerteza final devida a homogeneidade
(VAN DER VEEN et al., 2000; LISINGER et al., 2001).
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3.2.9 Estudo da estabilidade

O estudo da estabilidade foi realizado ap6s ser demonstrada a homogeneidade do
material quanto as fracbes de massa dos elementos quimicos (ABNT, 2012). Para isto
foi realizado o teste de estabilidade a curto prazo (durante 60 dias) e a longo prazo
(12 meses), para avaliar a integridade dos candidatos a MR. Assim como ocorreu para a
Secdo 3.2.7, as porcOes analiticas de frascos escolhidos aleatoriamente para cada teste
foram analisadas por FAAS.

Para avaliar a estabilidade a curto prazo, foi verificada a ocorréncia de
modificacbes nas caracteristicas do material em condi¢cBes de transporte e/ou
armazenamento ndo adequadas. Esse tipo de ensaio é realizado tipicamente em
diferentes temperaturas e leva normalmente de 1 a 2 meses (ABNT, 2012a). Os testes
foram realizados utilizando seis frascos escolhidos aleatoriamente (amostras em
triplicata para cada frasco), sendo dois para cada condi¢do imposta ao candidato a MR.
As temperaturas foram de -20 °C (temperatura de armazenamento no freezer, frascos N°
1 e 8), 25 °C (temperatura ambiente, frascos N° 19 e 22) e 65 °C (temperaturas
extremas, frascos N° 35 e 40). Todos os frascos foram avaliados apos 15, 30 e 60 dias
(total de 6 subamostras para cada espécie em cada tempo analisado).

Para estudar a estabilidade em longo prazo, outros trés frascos (Frascos N° 2, 10
e 21) escolhidos aleatoriamente foram armazenados a temperatura ambiente fora do
dessecador (25 °C). Porc¢des analiticas em triplicata de 1,25 g (total de 9 subamostras
para cada farinha) foram analisadas por FAAS apds um ano sob essas condicdes para

avaliar a manutencdo das caracteristicas e o tempo de prateleira dos candidatos a MR.

3.2.10 Certificacdo das concentracdes de elementos quimicos

Ap0s os candidatos terem todas as suas propriedades fisicas e quimicas avaliadas
e adequadamente comprovadas, apenas o candidato CRCN2 passou pela fase de
caracterizagdo quimica e certificagdo dos resultados de concentragBes dos elementos
quimicos Ca, Cu, Fe, Mn e Zn, pelas técnicas analiticas de Espectrometria de Absorcao
atdbmica com atomizacdo por chama — FAAS e por forno de grafite - GFAAS, bem
como por Espectrometria de emissdo atbmica com atomizacdo por chama - FAAS,
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visando a utilizacdo mais de uma técnica independente para 0 mesmo elemento

quimico.

Dez frascos do candidato a MR CRCN 2 foram escolhidos aleatoriamente, de
cada um destes foram retiradas 9 sub amostras, sendo 3 subporc@es para cada técnica
analitica (total de 90 amostras) e 5 subporc¢des do material de referéncia TM-1 (Tecido
de Mexilhdo 1 — Fornecido pelo IPEN-SP) para cada técnica analitica, foram utilizados
para este ensaio, Vvisto que seria necessaria a comprovacdo da qualidade do
procedimento analitico, para a certificagdo dos resultados. As amostras foram tratadas
qguimicamente e foi realizada a determinacdo das concentracfes de Ca, Cu, Fe, Mn e Zn
por ao menos duas técnicas analiticas diferentes, assim como a estimativa das

respectivas incertezas analiticas.

3.3 DETERMINACAO DE ELEMENTOS QUIMICOS

Foram utilizadas as técnicas de Fluorescéncia de Raios-X por Dispersao de
Energia (EDXRF) para a avaliacdo de heterogeneidade do candidato CRCN3, a
Espectrometria de Absorcdo Atdémica com Atomizacdo por Chama (FAAS) para 0s
ensaios de Homogeneidade e Massa Minima, apds procedimento de tratamento
quimico. Para o ensaio de Certificacdo, FAAS Espectrometria de Absorcdo Atdmica
com Atomizacédo por forno de grafite (GFAAS) e a Espectrometria de Emissdo atdmica
com chama (FAES) foram empregadas para a quantificacdo dos elementos quimicos.
Vale ressaltar que, para este ultimo ensaio, foram utilizadas diferentes porcGes analiticas
para cada técnica analitica e procedimento tratamento quimico.

Para os ensaios, foram utilizadas as técnicas de Fluorescéncia de Raios-X por
Dispersao de Energia (EDXRF), Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Atomizacéao
por Chama (FAAS), Espectrometria de Absor¢do Atdmica com Atomizagédo por Forno
de Grafite (GFAAS) e a Espectrometria de Emissdo Atomica (FAES) para a

quantificacdo dos elementos quimicos.

3.3.1 EDXRF

Porc¢oes analiticas de 1 g do CRCN3 foram transferidas para tubos de polietileno

cobertos por filme de polipropileno especifico para a analise por EDXRF no
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equipamento EDX-720 da Shimadzu. Para o controle da qualidade do procedimento
analitico, porcbes dos materiais de referéncia SRM 2976 Freeze-Dried Mussel Tissue
(Trace Elements & Methylmercury) e TM1 Tecido de Mexilh&o, produzidos pelo
National Institute of Standard and Technology — NIST e pelo Instituto de Pesquisas
Energeticas e Nucleares — IPEN e foram analisados com as amostras.

Antes das analises, foi realizada a verificacdo de calibracdo em energia e
resolucdo do equipamento a partir do padrdo A-750, fornecido pelo fabricante. Para
verificacdo do procedimento anterior, foi utilizado o padrdo SUS também fornecido pela
Shimadzu. Apos as verificacdes, dados de intensidade para o branco analitico foram
armazenados, para serem utilizados nos célculos das concentracBes de elementos
quimicos. Todas as analises foram realizadas em triplicata, na atmosfera de vacuo de 30
Pascal, com tempo de contagem de 14 minutos para quantificacdo de Na e P. Foi
utilizada voltagem de 15 kV para a determinacdo destes elementos quimicos. As curvas
analiticas utilizadas foram obtidas previamente utilizando diversos materiais de

referéncia de matriz bioldgica conforme Sousa et al. (2013).

3.3.2 Tratamento quimico das amostras

As amostras, brancos analiticos e o material de referéncia TM-1 foram
submetidos ao tratamento quimico para a obtencdo das solugdes de amostras. O
tratamento quimico foi realizado partindo do protocolo estabelecido por
Magalhdes (2015), sendo realizados testes até a adequacdo. PorcBes de 1,25 g de
amostras e 0,3 g do material de referéncia (massa indicada no certificado) foram
transferidas diretamente para tubos de Teflon®, apropriados para uso em forno de
micro-ondas da Proveto Analitica modelo DGT 100 plus. Foi adicionado 8 mL de acido
nitrico destilado (HNO;3 p.a.), seqguido pelo aquecimento em forno digestor de acordo
com o procedimento de rampas de poténcia abaixo:

1. Etapa de pre-digestdo — 330 W durante 5 min;
2. Etapa de digestdo — 800 W durante 10 min;
3. Resfriamento — 0 W durante 15 min.

As solugdes foram transferidas para a capela de fluxo laminar para atingir
equilibrio térmico e foram filtradas em papel de filtro quantitativo para remoc¢éo de
qualquer particulado. Os volumes finais de solucGes independentes para cada técnica
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analitica foram completados com agua Milli-Q em recipientes descontaminados para
15 mL nas amostras do FAAS e do FAES e para 50 mL nas amostras do GFAAS. As
solugdes das amostras, materiais de referéncia e brancos analiticos foram encaminhadas
para a analise quimica por FAAS, FAES e GFAAS.

3.3.3 FAAS

Apos a obtencdo das curvas analiticas utilizando solugdes-padrao (Merck) de
concentracdes conhecidas para cada elemento quimico, foi realizada a otimizacdo do
equipamento a partir dos ajustes no ganho da lampada de catodo oco e no fluxo dos
gases (mistura acetileno/ar) injetados, cujos parametros de analise estdo presentes na
Tabela 2. Aliquotas das solucbes das amostras, material de referéncia e brancos
analiticos (~1 mL) foram injetadas no espectrdmetro de absorcdo atdmica com
atomizacdo por chama Agilent modelo 220 FS e analisadas em triplicata. O tempo de
injecdo para leitura das amostras foi 6 s e a corregdo do “background” foi feita
utilizando ld&mpada de deutério. As fracGes de massa e incertezas analiticas combinada
foram obtidas em planilha Microsoft Excel ap6s os calculos dos fatores de diluicdo

associado a cada amostra e a respectiva subtracdo do branco analitico.

Tabela 2 - Parametros utilizados nas anélises quimicas por FAAS.

_ Comprimento de Abertura da )
Analito ) Tipo de chama
onda (nm) janela (nm)

Ca 239,9 0,2 N,O/Acetileno
Cu 324,8 0,5 Ar [ Acetileno
Fe 248,3 0,2 Ar / Acetileno
Mn 279,5 0,2 Ar [ Acetileno
Zn 2139 0,1 Ar / Acetileno

Fonte O Autor.
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3.3.4 GFAAS

Para realizacdo das analises, foram construidas curvas de calibracéo utilizando
solucdes-padrdo (Merck) de concentracGes conhecidas para cada elemento quimico de
interesse. O sistema de injecdo de amostra foi testado com a otimizacdo do ganho das
lampadas de cdtodo oco assim como ocorreu para as andlises por FAAS. Aliquotas
(até 20 pL) das solugdes de amostras, materiais de referéncia e brancos analiticos foram
depositadas no tubo de grafite para a atomizacdo. O equipamento Agilent modelo 240 Z
AA com forno de grafite Agilent modelo GTA 120 foi empregado para a quantificacdo
dos elementos quimicos, os parametros de analise utilizados estdo presentes na
Tabela 3. Planilha Microsoft Excel foi utilizada para o célculo das fragdes de massa e

incertezas analiticas assim como realizado para as amostras do FAAS.

Tabela 3 - Par@metros utilizados nas andlises quimicas por GFAAS.

Compriment Temperatur
Analito odeonda  Modificador de matriz Amostra a
(nm) o ()
Cu 324,8 - 15 2300
Fe 248,3 - 10 2300
Mn 279,5 - 10 2400
Zn 307,6 - 15 1900
Fonte O Autor.

3.3.5 FAES

A curva analitica foi construida utilizando solucdo-padrdo de célcio a
1000 mg L™ (Merck) em concentracdes conhecidas. Em seguida, foi realizada a
otimizacdo do equipamento a partir dos ajustes no fluxo dos gases (mistura Oxido
nitroso/acetileno) injetados e no sinal emitido pelos atomos de calcio, utilizando branco
analitico e pontos da curva de calibracdo, cujos parametros de analise estdo presentes na
Tabela 4. Aliquotas das solugBes das amostras, material de referéncia e brancos
analiticos foram analisadas em triplicata, com tempos de injecdo de 5 s e de leitura das
amostras de 6 s. As concentracdes de célcio e suas respectivas incertezas analiticas

combinada foram obtidas da mesma maneira que foi realizado na Secéo 3.3.2.
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Tabela 4 - Parametros utilizados nas analises quimicas por FAES.

) Comprimento de Abertura da )
Analito ) Tipo de chama
onda (nm) janela (nm)
Ca 422,7 0,5 N,O / Acetileno
Fonte O Autor.

3.4 ANALISE DOS RESULTADOS

Um dos aspectos mais relevantes da presente pesquisa € a garantia de controle da
qualidade dos procedimentos analiticos. Para isso, foram avaliadas as fontes individuais
de incertezas analiticas das analises quimicas. Ferramentas estatisticas foram aplicadas
para a comprovacdo do nivel metroldgico alcangado nas analises quimicas, nos ensaios
de homogeneidade, estabilidade, massa minima e na certificacdo, assim como técnicas
estatisticas univariadas e multivariadas para a avaliagio da homogeneidade das
concentracdes de elementos quimicos nos candidatos a material de referéncia
(Tabela 5).

Tabela 5 — Testes estatisticos utilizados para cada etapa realizada para
adequabilidade do candidato a MR.

O que foi testado Teste estatistico
Normalidade dos dados e de seus residuos Teste de Shapiro-Wilk
da ANOVA (95% de confianca)
Massa minima Constante de amostragem Ks*
Homogeneidade intra e inter frascos ANOVA (nivel de 95% de confianca)

. Analise de variancia uni e multivariada
Estabilidade o
(parcelas subdividas no tempo)

Incerteza combinada para Certificagdo ~ U,epe = k * \/u%ar + Udnere + Uurto + Uiongo

Fonte: O Autor.
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3.4.1 Incerteza analitica

Para estimar a incerteza analitica dos resultados obtidos pelas técnicas analiticas
utilizadas, foram combinadas as incertezas individuais relativas a precisdo (repeticoes
analiticas) e a exatiddo (desvio com relacdo aos materiais de referéncia analisados)
conforme o EURACHEM / CITAC Guide CG (ELLISON; WILLIAMS, 2012). As
incertezas analiticas foram expandidas em nivel de 95% de confianca (k=2).

3.4.2 Andlises estatisticas

Técnicas estatisticas univariadas foram aplicadas apds a verificacdo dos
requisitos quanto a normalidade dos residuos e homocedasticidade de variancias.
ANOVA e regressao linear foram realizadas no programa de computador Statistica
(STATSOFT, 2011) para avaliacdo da homogeneidade e da estabilidade das fracdes de
massa dos elementos quimicos quantificados nos candidatos a material de referéncia. Na
determinacéo de massa minima foi utilizada a constante de amostragem Ks para estimar
a subporcdo de massa ideal (INGAMELLS; SWITZER, 1973; INGAMELLS, 1974).
Todos os testes estatisticos e graficos utilizados neste estudo foram feitos utilizando o
Statistica (STATSOFT, 2011) e planilha eletrénica Excel®.

3.4.2.1 Avaliacdo da normalidade

Para aplicagdo dos testes estatisticos univariados, faz-se necesséria a verificacéo
da normalidade dos dados e a homocedasticidade das variancias dos residuos por meio
de testes estatisticos. Testar a normalidade dos residuos torna-se essencial para que 0s
resultados das andlises de variancia sejam confiaveis. A avaliacdo da normalidade dos
valores e de seus residuos foi realizada utilizando o teste de Shapiro-Wilk em nivel de
95% de confianca, em que foi avaliada a hipotese nula de que os dados apresentam
distribuicdo normal. Para ser aceita a hipotese nula o valor de probabilidade, p valor
calculado, deve ser maior que o nivel de significancia, (o = 0,05), sendo satisfeita esta

condic&o, aceita-se a normalidade dos dados avaliados.
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3.4.2.2 Massa minima

A constante de amostragem Ks proposta por Ingamells (INGAMELLS;
SWITZER, 1973; INGAMELLS, 1974) foi utilizada para avaliacdo das massas minimas
de amostra propostas neste estudo. Essa constante visa avaliar a relacdo entra a massa
da amostra e o coeficiente de variagéo para determinac6es consecutivas de um elemento
quimico, garantindo 1% de erro minimo quando se é realizada uma subamostragem em
uma determinacdo simples para uma massa ideal de amostra. Detalhes sobre os célculos
dessa constante podem ser verificados nos trabalhos de Ingamells e Switzer (1973) e
Ingamells (1974).

3.4.2.3 Avaliacdo da homogeneidade

ANOVA foi utilizada para avaliar tanto se havia diferencas significativas em
nivel de 95% de confianca nas concentracdes de elementos quimicos nos diferentes
fracos analisados, como as diferencas dentro de um mesmo frasco (ABNT, 2012a).
Primeiramente, foi testada a normalidade dos dados por meio do teste descrito na
Secdo 3.4.3.1, apds verificada a normalidade dos residuos e a homocedasticidade das
variancias, aplicou-se a ANOVA para verificar a hipdtese de que as concentracdes
médias obtidas para Cu, Fe e Mn ndo diferem estatisticamente em nivel de 95% de

confianca.

3.4.2.4 Avaliacdo da Estabilidade

A andlise de variancia com dados repetidos ao longo do tempo considera o
tempo (ou o espago) como uma variavel que é controlada pelo pesquisador, cujas
caracteristicas dependem do objetivo do experimento, normalmente envolvem 2 fatores:
tratamentos e tempos. O objetivo principal deste tipo de analise é avaliar as tendéncias
de um tratamento ou grupos de tratamentos ao longo do tempo. Para realizar esse
estudo, precisa-se estabelecer uma unidade experimental (ou parcela), na qual sé&o
realizadas as observagdes e um ou mais tratamentos. Neste estudo, as parcelas foram os
frascos dos candidatos a MR e os tratamentos foram estufa (65 °C), ambiente (25 °C) e
freezer (-20 °C) (VIVALDI, 1999).
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Este teste pode ser realizado de maneira uni e multivariada. Em uma anélise de
variancia univariada, a hipdtese dos tratamentos causarem efeitos nulos é testada
independentemente para cada uma das varidveis. J4 na multivariada, a hipotese nula
(Ho) de efeito dos tratamentos serem nulo é testada para todas as variaveis (tempo)
simultaneamente. Sendo assim, considera-se a existéncia de correlacbes entre as
variaveis de resposta conforme o tempo (VIVALDI, 1999). Neste estudo, foram
aplicadas as abordagens uni e multivariadas para avaliar as influéncias dos tratamentos
no decorrer do tempo, causando (ou ndo) degradacdo nos candidatos a Material de

Referéncia.

3.4.2.5 Calculo da incerteza para certificacao

Para atribuicdo dos valores de incerteza da certificacdo de cada uma das
concentracdes dos elementos quimicos determinados, devem-se ser levadas em
consideracdo as incertezas associadas a cada etapa envolvida no processo. Utilizou-se
um fator de abrangéncia igual a 2. Com isso o0 valor de U pdde ser calculado por meio
da Equacdo 2 (ABNT, 2012a).

— 2 2 2 2
UC@Tt - k * Jucar + uentre + ucurto + ulongo (2)

na qual,
Ucert = incerteza padrdo em % para a certificacdo dos resultados;
k = fator de abrangéncia;
Ucar = incerteza padrdo associada a caracteriza¢do dos elementos quimicos pelas
diferentes técnicas;
Uentre = iNCerteza padrdo associada a homogeneidade entre frascos;
Ucurto = INcerteza padrdo associada a estabilidade a curto prazo;

Uiongo = INcerteza padréo associada a estabilidade a longo prazo;

O célculo de cada uma das componentes de incerteza utilizados para a
determinacdo da incerteza de certificagdo foi feito utilizando o desvio padrdo entre a
diferenga do resulto obtido para cada replicata pela média dos resultados, depois o
resultado deste desvio padrao foi dividido pela média das concentragdes e multiplicado

por cem para obter uma incerteza percentual para cada elemento em cada componente
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da incerteza. No caso das componentes de incerteza para os elementos Ca e Zn, que ndo
foram analisados para homogeneidade entre frascos, estabilidade a curto prazo e
estabilidade a longo prazo, foi utilizado a mediana dos demais elementos analisados

para cada um desses estudos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a heterogeneidade observada para o candidato a MR CRCN3, o capitulo
Resultados e Discussao foi dividido no estudo da heterogeneidade deste candidato e nas

demais etapas para avaliacdo da adequabilidade dos candidatos CRCN1 e CRCN2.

4.1 CANDIDATO A MR CRCN3 - ESTUDO DE HETEROGENEIDADE

Para averiguar a heterogeneidade observada qualitativamente no candidato a MR
CRCNS3, foram quantificados os elementos quimicos Na e P por EDXRF em 10 frascos
escolhidos aleatoriamente, sendo retiradas 3 porc¢des de cada um, e de cada porgéo trés
subporcOes para avaliacdo intra e inter frascos, totalizando 45 subporc¢des analiticas.

Para cada elemento quimico, aplicou-se o teste de Grubbs para identificar
resultados andémalos, no qual ndo foram observados valores fora de controle para Na e
P. Para avaliar a normalidade dos residuos, exigéncia para utilizacdo de ANOVA, foram
construidos histogramas. De acordo com a rotina do programa de computador, aplicou-
se, ainda, o teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade dos residuos. Esses
histogramas devem refletir uma distribui¢cdo normal (BINGHAM; FRY, 2010), como se

pode observar na Figura 28.

Figura 28 — Histogramas da distribuicé@o dos residuos obtidos a partir dos dados de
Na e P e os valores da probabilidade p do teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo de
homogeneidade das concentragdes do material CRCNS3.
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Para os elementos quimicos estudados, foram observadas distribuicbes
simétricas, indicando que ha normalidade dos residuos, pois os p-valores obtidos por
meio do teste de Shapiro-Wilk de 0,7524 para Na 0,3756 para P, foram superiores ao
nivel de significancia de 5%. Comprovando-se a normalidade dos residuos, na Tabela 6,
estdo presentes os resultados obtidos por ANOVA para o estudo de homogeneidade das

concentragdes de Na e P, para o candidato a MR CRCN3 com n = 45.

Tabela 6 — Resultados da ANOVA para a avaliacdo da homogeneidade intra e

inter-frascos das concentracgdes de Na e P no candidato a MR CRCNa3.

) Média Desvio
Analito L y CV(%) p-valor
(mg kg™) padréo
Intra 4053,7 4.4 0,167
Na 103150,6
Inter 4576,8 3,9 0,000001
Intra 206,7 4,2 0,167
P 5261,6
Inter 220,1 3,9 0,000000

Fonte: O Autor.

Os resultados da Tabela 6 mostram que, para os dois elementos quimicos
analisados, ha indicios de heterogeneidade quando comparadas as médias de diferentes
frascos ( inter frascos) (p-valor < 0,05), o que corrobora a formacgdo de aglomerados
esbranquicados neste material. Apesar de apresentar valores de p-valor adequados para
a comparacao entre os frascos, optou-se por eliminar este candidato a MR, visto a ndo
garantia da qualidade do material nesta etapa para a certificagio do mesmo de acordo
com ABNT, (2012a).

4.2 CANDIDATOS A MR CRCN1 e CRCN2

Nos proximos topicos serdo avaliadas as caracteristicas fisicas e quimicas dos
dois candidatos a Material de Referéncia que atenderam, satisfatoriamente, as etapas de
preparacdo e homogeneizagdo para averiguar sua adequabilidade para a produgédo de um

Material de Referéncia de insetos.
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4.2.1 Determinacdo da umidade residual

A determinacdo da umidade foi realizada por trés métodos diferentes. Em
sequida, foi realizada a comparacdo das médias dos resultados (triplicata para cada
amostra) obtidos e suas respectivas incertezas para cada tratamento de determinagéo do
teor de agua para cada um dos dois lotes de amostras, como pode ser observado na
Figura 29. A partir desses dados, pOde-se determinar o método mais adequado de

determinacéo de umidade para os candidatos a MR.

Figura 29 — Valores médios de umidade residual e suas respectivas incertezas em

nivel de 95% de confianca obtidos pelos diferentes métodos estudados.
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Fonte: O Autor

Pode-se notar que os resultados apresentados para 0 método de determinacédo de
umidade por meio da liofilizagcdo apresentaram maior variagdo em comparagao com 0s
demais métodos. Isto pode ser explicado pela possivel perda de massa de amostra
devido ao vacuo utilizado pelo equipamento e/ou a manipulacdo destas amostras a cada
pesagem. Partes das particulas dos materiais ficaram aderidas ao filme de polipropileno
utilizado para selar as amostras, o que pode ter acarretado perda de massa de amostras
neste metodo, acarretando na maior variagdo entre as replicatas.

Os resultados obtidos para a determinacdo de umidade por aquecimento em
estufa e dessecador a vacuo nao apresentaram diferencas em seu intervalo de confianga.

Apesar do meétodo de utilizacdo de dessecador a vacuo apresentar menores incertezas
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para todas as amostras analisadas, este processo pode ser bastante moroso, pois, a
determinacdo de umidade pode durar até 10 dias para a sua conclusdo. Dependendo do
tempo necessario para a analise quimica e obtencdo de seus resultados, este seria um
prazo incoerente com relacdo a capacidade analitica e a demanda de diversos
laboratdrios. Na utilizacdo da estufa, este mesmo parametro pode ser determinado com
nivel metrolégico adequado (confianga de 95%), porém em um tempo de até, no
maximo, 48 horas.

A determinacdo da umidade percentual foi realizada no decorrer de todas as
etapas pelo método utilizando estufa. O resultado percentual de umidade residual obtido
para o candidato a MR CRCN 1 foi 1,57 £0,27, enquanto, para 0 CRCN 2, foi
2,10% * 0,45%, em nivel de 95% de confianca. Esses valores médios sdo considerados
baixissimos para materiais produzidos a partir de matrizes bioldgicas, o que pode ser
considerado excelente do ponto de vista analitico, pois as analises quimicas sdo
realizadas em massa seca. Para algumas técnicas analiticas com a Andlise por Ativacao
Neutrénica Instrumental, teor de agua residual mais elevado pode resultar em violagédo
das capsulas durante a irradiacdo com néutrons. Estudos comprovam também que teores
de umidade abaixo de 5% em alimentos secos resultam em baixo risco de crescimento
bacteriano e de reagbes quimicas (FELLOWS, 2017), o que é essencial para a
estabilidade de um MR.

4.2.2 Granulometria

As Figuras 30 e 31 mostram os resultados do estudo de granulometria por
peneiramento utilizando malhas de diversos tamanhos dos candidatos a MR CRCNL1 e
CRCN2 referentes aos frascos 05, 18 e 34 e o resultado médio entre eles,
respectivamente. Nessas figuras podem ser também observadas os tamanhos de
particulas, sua distribuicdo e a distribuicdo acumulada dessas particulas para os dois
candidatos a material de referéncia.

Ao avaliar os frascos individualmente na Figura 30, o frasco 05 apresentou
distribuicdo equivalente ao dobro dos demais frascos no intervalo de tamanho de
particulas de 250 a 149 um, granulometria considerada inadequada para este tipo de
material, porém essa diferenca dos resultados entre o frasco 05 e os demais ocorreu

devido a um defeito apresentado no equipamento no momento da agitacdo desta
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amostra, impossibilitando que o procedimento fosse executado da mesma maneira dos
demais. Desse modo, a andlise de distribuicdo de particulas realizada para a amostra 05
foi desconsiderada para a construcdo do gréafico da distribuicdo de tamanho médio de

particula.

Figura 30 — Distribuicdo individual para os frascos A, B e C e distribuicio
acumulada dos tamanhos de particulas do candidato a Material de Referéncia
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No candidato a MR CRCN 1, apenas 3% apresentaram tamanho de particulas
superior a 250 um. Assim, pode-se afirmar que sua distribuicdo granulométrica esta

adequada para utilizagdo como material de referéncia. Este resultado estd condizente
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com varios materiais de referéncia de matrizes biologicas da International Atomic
Energy Agency — IAEA, tais como o IAEA 407 (Tecido de peixe), IAEA 432
(Mexilh&o) e o IAEA 336 (Lichen) que apresentam tamanhos de particulas em torno de
250 um. Pode-se observar ainda que 94% de suas particulas estdo distribuidas em uma
faixa que varia de 250 pm a 74 um, indicando distribuicdo estreita e homogénea do

tamanho de particulas do CRCL1.

Figura 31 — Distribuicao individual para os frascos A, B e C e distribui¢ao

acumulada dos tamanhos de particulas do candidato a Material de Referéncia
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No segundo candidato, nota-se que em torno de 17% deste material apresenta
granulometria superior a 250 um, isto €, mais de 80% deste material apresenta tamanho
de particulas menor que o utilizado na maioria dos materiais de matrizes bioldgicas.
Estes mesmos 80% de particulas estdo distribuidas, assim como observado para o
primeiro material em uma faixa estreita de 250 um a 74 um. Este tamanho de particulas
foi considerado um perfil tipico, pois distribuices largas levam a diferentes tamanhos
de particulas, o que poderia acarretar em uma segregacdo dessas particulas, interferindo
diretamente na homogeneidade do material (KRAMER et al., 2003).

4.2.3 Estudo da Massa minima

A Tabela 7 apresenta os valores da constante de amostragem Ks para as massas
minimas de candidato a MR estabelecidas para estudar esta propriedade, assim como a
média das concentraces obtidas, Ks*®, que é referente ao coeficiente de variacéo (%)
esperado caso tivesse sido analisado 1 g de amostra, e o coeficiente de variacdo

esperado para a andlise do frasco inteiro Ry (20 Q).

Tabela 7 — Média das concentracdes, constante de amostragem Ks (g), erro de
amostragem Ks® (%) e erro de amostragem associado a analise quimica do frasco
inteiro (20 g) Ry (%) para o candidato a MR CRCNL1.

Parametros
Massa o Cu Fe Mn
Estatisticos
Média (mg kg™) 4,39 23,7 2,85
Ks(g) 1% 303 47,2 31,9
0,759 05
Ks®® (%) 17,4 6,87 5,65
Rao (%) 3,89 1,54 1,26
Média (mg kg™) 5,02 24,4 2,70
Ks (g) 1% 280 23,7 26,2
1,259
Ks®® (%) 16,75 4,87 5,12
R0 (%) 3,74 1,09 1,14

Fonte: O Autor.

Para o candidato a MR CRCNL1, ao comparar os valores dos parametros

estatisticos calculados para esse estudo (Tabela 7), nota-se que, para todos os elementos
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quimicos, a constante de amostragem (Ks) foi menor para a massa de 1,25 g ficando em
280 g para Cu, 23,7 g para Fe e 26,2 g para Mn. E evidente que garantir erro de
amostragem de 1% ndo é factivel, pois o erro de amostragem pode ser cerca de 10 a
1000 vezes superior ao erro analitico (PETERSEN et al, 2005; MARKERT, 1995). Ao
comparar-se os resultados de Ks*®, é possivel inferir que apenas os elementos quimicos
Fe e Mn seriam passiveis de certificacdo, uma vez que 0s erros de amostragem
referentes as analises de Cu foram praticamente idénticos para as massas de 0,75 g e
1,25 g (diferenca de aproximadamente 0,4%). Por meio dos célculos da Tabela 7, pode-
se afirmar que, para todos os elementos quimicos estudados, a massa de 1,25 g teve
sempre um erro amostral menor do que a massa de 0,75 g.

A Figura 32 apresenta o Desvio padrdo relativo (DPR) em fungdo da massa e o
desvio padrdo em % referente a repetitividade do método analitico (s;) para o estudo de
massa minima por FAAS para 0s elementos quimicos Cu, Fe e Mn no Candidato a MR
CRCNL.

Figura 32 — Desvio padréo relativo - DPR em fungio da massa e o desvio padréo
de repetitividade (sr) para o estudo de Massa minima por FAAS para os elementos
guimicos Cu, Fe e Mn no Candidato a MR CRCNL1.
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Para se estimar a massa minima de amostra necessaria para analise do candidato
a MR, foi feita também a comparacdo na forma percentual, entre 0 DPR e 0 s,. Essa
estimativa foi obtida a partir do método que estima a repetitividade de métodos
analiticos (1SO, 2005a). De acordo com ABNT (2012a), a massa minima de amostra ser
utilizada para que os resultados de certificacdo sejam validos deve ser aquela em que o
DPR se iguale, ou seja, menor que 0 S.

A Partir dos resultados da Figura 32, pode se observar que, para nenhuma massa
estudada, os valores do desvio padréo relativo dos elementos quimicos Cu, Fe e Mn
sequer se igualam ao valor do desvio padrdo de repetitividade do método, apesar dos
resultados de Fe e Mn se aproximarem do ideal. O resultado mais distante do adequado
foi o de cobre, em concordancia com resultados obtidos através da constante de
amostragem Ks (Tabela 7).

Apesar da massa de 1,259 ter apresentado resultados com menores erros de
acordo com o estudo da constante de amostragem, mesmo assim ndo seriam adequadas
para a certificacdo das concentracfes destes elementos quimicos. Tal resultado pode ser
melhor compreendido, ao se avaliar a g quantidade de sulfato (80% m/m) adicionada na
moagem para a obtencdo de tamanho de particulas ideal, visto que o sulfato ndo
apresentou concentracdes consideraveis (mesma ordem de grandeza dos brancos
analiticos) destes elementos quimicos. Deste modo, a adicdo de sulfato pode ter causado
uma “dilui¢ao” das amostras devido a menor quantidade de massa de insetos.

Na Tabela 8, sdo mostrados os parametros estatisticos utilizados para estudar a
massa minima que garantam erros de amostragem compativeis a anélises de alimentos
por meio da constante de Ingamells (INGAMELLS; SWITZER, 1973; INGAMELLS,
1974) para o candidato a MR CRCNZ2.

Os resultados obtidos para o segundo candidato a MR mostram valores dos
parametros estatisticos bem melhores que os do primeiro candidato para todos os trés
elementos quimicos utilizados para o teste de massa minima. Similarmente aos
resultados do candidato a MR CRCN1, a massa de 1,25 g obteve melhor desempenho,
tendo erros percentuais associados a amostragem de 7,38 % para cobre, 1,53 % para
ferro e 1,05% para Mn. Erros considerados adequados para estes tipos de estudos

(ABNT, 2012a), inclusive para um material de referéncia.
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Tabela 8 — Média das concentracdes, constante de amostragem Ks (g), erro de
amostragem Ks* (%) e erro de amostragem associado & analise quimica do frasco
inteiro (20 g) Ry (%) para o candidato a MR CRCN2.

Parametros
Massa o Cu Fe Mn
Estatisticos
Média (mg kg™) 10,4 49,5 13,0
Ks (9) 1% 148 17,6 13,6
0,759 os
Ks®® (%) 12,2 4,20 3,69
R0 (%) 2,72 0,94 0,82
Média (mg kg™) 10,2 51,1 12,85
Ks (g) 1% 54,4 2,33 1,10
1,259
Ks®® (%) 7,38 1,53 1,05
R0 (%) 1,65 0,34 0,23

Fonte: O Autor.

Portanto, os resultados obtidos afirmam para os fatores estatisticos utilizados
para avaliar a massa minima de amostra sdo satisfatorios, mostrando que, para 0s
elementos quimicos estudados, o candidato a material de referéncia serd util para
analises destes metais por diversas técnicas. A massa de 1,25 g é compativel com
inimeras técnicas analiticas como AAS, Espectrometria de Massas com Plasma
Acoplado Indutivamente — ICP-MS, Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma
Acoplado Indutivamente — ICP-OES e Fluorescéncia de Raios-X por Dispersdo de
Comprimento de Onda - WDXREF, por exemplo (CASTRO, 2017).

Para avaliar se realmente essa massa € a ideal para utilizacdo na certificacdo dos
resultados, a Figura 33 apresenta o Desvio padréo relativo (DPR) em fungédo da massa e
o0 desvio padrdo de repetitividade do método analitico (s;). A comparacdo deve resultar
em valores de DPR iguais ou menores que aqueles estimados para s.. A partir dos
resultados, foram obtidos valores de desvio padrdo relativo menores para a massa de
1,25¢, considerando-se todos os elementos quimicos estudados. Porém, o valor de DPR
para Cu e Fe s0 estdo abaixo do desvio padrdo de repetitividade (s;) apenas para a massa
de 1,25. Para Mn, a massa de 0,75 g também poderia ser considerada adequada para
utilizacdo na certificacdo e validacdo de métodos, pois o criterio DPR<s, foi atendido

para ambas as massas minimas testadas.
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Figura 33 — Desvio padrao relativo em funcdo da massa e o desvio padréo de
repetitividade para o estudo de Massa minima por FAAS para os elementos
qguimicos Cu, Fe e Mn no Candidato a MR CRCN2.
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Fonte: O Autor.

Para utilizacdo do candidato a MR CRCN2, pode-se afirmar que seria necessaria
a utilizacdo de uma massa de, no minimo, 1,25 g, pois atende a uma gama maior de
elementos quimicos para quantificagdo. Desta maneira, foi a massa utilizada em todos
os testes realizados com os candidatos a material de referéncia até a etapa final de
certificacdo das concentracdes de elementos quimicos e a definicdo de suas incertezas
associadas.

Do mesmo modo que o candidato CRCN1, houve adi¢do de sulfato de sddio
para a moagem e peneiramento (peneira de 63 um), porém em quantidade inferior,
corroborando os melhores resultados obtidos para o candidato a MR CRCN2 em todos
os elementos quimicos estudados. Apesar dessa adicdo, a massa de 1,259 é compativel
com a utilizada por Zeiler e Shakhashiro, (2005) que utilizaram massa minima de 1g de
amostra de alga para a caracterizagdo de Ca, Cu, Fe, Mn e Zn por ICP-OES, e para
alguns materiais de referéncia de matrizes complexas como o Standard Reference

Material SRM 1546a — Meat Homogenate (homogeneizado de carne).
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4.2.4 Estudo da Homogeneidade

Para cada um dos 5 frascos de candidato a MR de insetos utilizados no estudo da
homogeneidade, foram analisadas 3 porcbes analiticas (4 g) e destas retiradas
3 subporgdes de 1,25 g, totalizando 45 porcGes analiticas independentes para cada
candidato a MR, o que possibilitou o estudo da precisdo nas determinacdes das
concentracdes de Cu, Fe e Mn a partir do célculo de indice z (|xj -- X|/DP) . As
Figuras 34 e 35 mostram os valores de indices z para as porcOes analisadas por FAAS
para os elementos quimicos determinados nos candidatos a MR CRCNL1 (Fe e Mn) e
CRCN2 (Cu,Fe e Mn). Para que as anélises quimicas empregadas fossem satisfatorias
em nivel de 95% de confianca os valores de z deveriam estar entre -2 e 2. As amostras

foram identificadas utilizando a numeracdo de 1 a 5n os frascos e 1 a 9 nas subamostras

Figura 34 — Valores de indice z obtidos para Fe e Mn por FAAS no Candidato a
MR CRCNL1.
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Figura 35 — Valores de indice z obtidos para cobre, ferro e manganés por FAAS no
Candidato a MR CRCN2.
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Fonte: O Autor.

Foi observado no material CRCN1 que, para os elementos Fe e Mn apenas o

valor de uma subamostra esteve fora do intervalo adequado de -2 a 2 (nivel de 95% de
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confianca), indicando que estes resultados merecem a devida atencdo. Porém, como as
amostras sdo de uma mesma populacdo e no calculo do escore z é levado em conta o
desvio padrdo para a populacdo, o teste z pode ser considerado bastante restritivo. Neste
caso, todos os valores de desvio padrdo foram bem similares, o que diminuiu bastante o
valor do denominador por se tratar da mesma populacdo. Como é apenas um valor em
quarenta e cinco e eles ainda estdo no intervalo de -3 a 3, esses valores serdo utilizados
sem tratamento para o estudo da homogeneidade, devido ao fato ndo se esperar que
venham a interferir na normalidade do conjunto de dados.

Da maneira semelhante ao que ocorreu para 0 CRCN1, o candidato a MR CRCN
apresentou apenas dois valor de escore z para cobre, ferro e manganés fora do intervalo
de 95% de confianca. Como estiveram muito préximos a |2|, ndo sendo necessario a
eliminacdo ou substituicdo destes no estudo da homogeneidade dos candidatos a MR,
visto que os coeficientes de variacdo apresentados sdo menores que 6% para todos 0s
elementos quimicos determinados.

Para o estudo da homogeneidade intra- e inter- frascos, foram realizadas
determinacfes de Cu, Fe e Mn em nove subpor¢des analiticas referentes a trés sub-
amostras de cada um dos cinco frascos escolhidos aleatoriamente para ambos 0s
candidatos a MR CRCN 1 e CRCN 2. Contudo, Cu apenas foi avaliado no CRCN2, pois
os valores para o candidato CRCN1 estiveram proximos a concentracdo minima
detectavel de 3 mg kg™. Para cada elemento quimico, aplicou-se o teste de Grubbs para
identificar resultados anémalos.

Os residuos foram obtidos apds a realizacdo da ANOVA no Statistica, gerando-
se os histogramas das Figuras 36 e 37. De acordo com a rotina do programa de
computador, aplicou-se, ainda, o teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade
dos residuos de Fe e Mn para 0 CRCNL1 e Cu, Fe e Mn respectivamente para 0 CRCN2.
Esses histogramas devem refletir uma distribuicdo normal (BINGHAM; FRY, 2010).
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Figura 36 — Histogramas da distribuicé@o dos residuos obtidos a partir dos dados de
Fe e Mn e os valores da probabilidade p do teste de Shapiro-Wilk para avaliagdo
de homogeneidade das concentragdes de Fe e Mn do material CRCNL.
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Fonte: O Autor.

Figura 37 — Histogramas da distribuicé@o dos residuos obtidos a partir dos dados de
Cu, Fe e Mn e os valores da probabilidade p do teste de Shapiro-Wilk para
avaliacéo de homogeneidade das concentracdes de Cu, Fe e Mndo material
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Para todos os elementos quimicos estudados na homogeneidade, foram
observadas distribui¢cBes simétricas em forma de sino, indicando distribuicdo normal
aproximada dos residuos. Os resultados foram confirmados pelos p-valores obtidos por
meio do teste de Shapiro-Wilk de 0,4064 para Fe e 0,0509 para Mns (Figura 36),
corroborando, em nivel de 5% de significancia, a distribuicdo normal dos residuos do
conjunto de dados dos candidatos CRCNL1 (Fe e Mn). Para 0 CRCN2, foram observadas
curvas em forma de sino e uma distribuicdo simétrica dos dados (Figura 37), que
também ¢é corroborado pelo p valor (p > 0,05), atestando a normalidade dos residuos em
nivel de 95% de confianca.

A Tabela 9 apresenta os resultados da ANOVA para comparacdo das
concentracdes de Fe e Mn, para o candidato a Material de Referéncia CRCN1. Os
resultados mostraram que, apenas para Mn, a hipdtese de que as médias das populacbes
sejam iguais foi rejeitada (p < 0,05) para os diferentes frascos utilizados, porém néo
foram encontradas diferencas significativas em nivel de 95% de confianca para a
homogeneidade intra-frascos. Para Fe, a hipotese Hy de que os valores médios sejam
iguais foi aceita tanto entre frascos como dentro do mesmo frasco (p > 0,05), mostrando

gue o material pode ser considerado homogéneo para esse elemento quimico.

Tabela 9 — Resultados da ANOVA para a avaliacdo da homogeneidade intra e

inter-frascos das concentracgdes de Fe e Mn no candidato a MR CRCNL1.

) Média Desvio
Analito L CV (%) p-valor
(mg kg™) padrdo
Intra 0,87 3,50 0,601
Fe 18,80
Inter 0,65 4,64 0,0696
Intra 0,12 3,53 0,728
Mn 3,42
Inter 0,16 4,79 0,000359

Fonte: O Autor.

A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos pela ANOVA para Cu, Fe e Mn,
respectivamente, para o candidato a Material de Referéncia CRCNZ2, tanto dentro de um

mesmo frasco quanto em comparacgéo aos diferentes frascos.
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Tabela 10 — Resultados da ANOVA para a avaliacdo da homogeneidade intra e

inter-frascos das concentragdes de Cu, Fe e Mn no candidato a MR CRCN2.

] Média Desvio
Analito L 5 CV (%) p-valor
(mg kg™) padréo
Intra 0,83 4,7 0,813
Cu 9,83
Inter 1,26 9,4 0,290
Intra 1,7 3,9 0,501
Fe 39,11
Inter 2,3 53 0,208
Intra 0,51 3,1 0,655
Mn 16,32
Inter 0,83 51 0,0974

Fonte: O Autor.

Para o candidato a Material de Referéncia CRCN2, a hipétese Hy testada pela
ANOVA de que o conjunto de dados obtidos para os elementos quimicos cobre, ferro e
manganés para 0s estudos intra- e inter-frascos provém de um conjunto de dados com as
mesmas médias foi aceita para todos os casos avaliados. Dessa maneira, pdde-se afirmar
que o candidato a MR CRCN2 pode ser considerado homogéneo em nivel de 95% de
confianca.

Considerando todos os materiais analisados, o candidato a MR CRCN2
apresentou homogeneidade da distribuicdo das concentragfes dos trés elementos
quimicos avaliados, 0 CRCNL1 apresentou indicios de heterogeneidade para manganés,
enquanto o CRCN 3 teve a hipétese de homogeneidade rejeitada para os dois elementos

qguimicos (Na e P) avaliados

4.2.5 Estudo da Estabilidade

Os resultados para o estudo da estabilidade serdo apresentados em dois
subtopicos, a avaliacdo das condicOes de transporte (Estabilidade a curto prazo) e o
tempo de prateleira (Estabilidade a longo prazo) para os materiais CRCN1 e CRCN2.
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4.2.5.1 Estabilidade a curto prazo

Para avaliar a estabilidade do material em curto prazo, foram utilizados frascos
independentes de todos os testes realizados. O delineamento experimental adotado foi
de parcelas subdivididas no tempo (0 a 60 dias) para estudar as possiveis degradacdes
nas amostras com relacdo as condicgdes de transporte, a contribuigdo da heterogeneidade
entre frascos e a diferenca entre os tratamentos (estufa, freezer e ambiente).

A andlise univariada das concentracdes obtidas para Fe no material CRCN1,
empregando-se a ANOVA para parcelas repetidas no tempo, estd na Tabela 11.
Similarmente aos resultados obtidos para Mn, pdde-se observar que o teste estatistico
foi significativo a 95% de confianca para o fator tempo, indicando que houve diferenca
nas concentracfes de Fe medidas nos tempos estudados. Sendo assim, pode-se concluir

que houve degradacdo das amostras, 0 que afetou a concentracédo de Fe.

Tabela 11 — Resultados da analise de variancia para medidas repetidas no tempo
de Fe no candidato a MR CRCN1.

Efeito Soma de Graus de liberdade Quafjrf';ldos F-valor  p-valor
quadrados médios
TP 37,7 2 18,9 19,3  0,000180
TP*Trat 7,46 4 1,86 191 0,174
FR 0,0039 1 0,00390  0,00582 0,941
FR*Trat 0,807 2 0,404 0,602 0,577
TP*FR 0,330 2 0,165 0,141 0,869

TP*FR*Trat 5,19 4 1,30 1,11 0,396

TP = Tempo; Trat = Tratamento (armazenamento); FR = Frasco.
Fonte: O Autor.

Para se aprofundar nos resultados, foram compilados os valores médios de ferro
e o0s intervalos para comparagdes multiplas em nivel de 95% de confianca,
relacionando-se o tipo de tratamento e o tempo (Figura 38). Pdde-se observar que, ao
comparar as concentracfes médias para o tratamento freezer, ha indicios de que houve
degradacdo entre os tempos 1 e 2. Os resultados obtidos permitem concluir que o
candidato CRCN1 provavelmente ndo é estavel, considerando-se os resultados do

ensaio de estabilidade.
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Figura 38 — Comparacao entre tratamentos (freezer, estufa e ambiente) obtidas

em diversos tempos (1 = 15 dias; 2 = 30 dias; 3 = 60 dias) para Fe no candidato

CRCNL1.
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Fonte: O Autor.

A aproximacdo multivariada do experimento em parcelas subdivididas no tempo
para as concentracdes de Fe do candidato CRCN1 corroborou os resultados obtidos pela
analise univariada, em que houve diferenca estatistica significativa em nivel de 95% de
confianca apenas para os tempos analisados (Tabela 12), o que pode indicar uma
degradacéo para este elemento quimico independente do armazenamento empregado, ja

gue foram encontradas diferencas significativas no tratamento freezer.

Tabela 12 — Aproximacdo multivariada da ANOVA dos dados de Fe para

experimentos de parcelas repetidas no tempo referentes ao candidato CRCNL.

Efeito Teste Valor F-valor Efgll o E(;O p-valor

TP Wilks 0,149 14,3 2 5 0,00852
TP*Trat Wilks 0,419 1,36 4 10 0,314
FR Wilks 0,999 0,00582 1 6 0,942
FR*Trat Wilks 0,832 0,602 2 6 0,578
TP*FR Wilks 0,953 0,124 2 5 0,886
TP*FR*Trat Wilks 0,603 0,719 4 10 0,598

TP = Tempo; Trat = Tratamento (armazenamento); FR = Frasco.
Fonte: O Autor.
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Os resultados das concentragdes de Mn foram testados por ANOVA e 0s
resultados da analise univariada podem ser observados na Tabela 13, assim como a
distribuicdo media das concentracfes em relagcdo ao tempo e ao tratamento (Figura 39).

Tabela 13 — Resultados da analise de variancia para medidas repetidas no tempo
de Mn no candidato a MR CRCN1.

Efeito Soma de Graus de liberdade Quafj r?dos F-valor  p-valor
quadrados médios
TP 0,275 2 0,137 21,98 0,000097
TP*Trat 0,0187 4 0,0047 0,75 0,578
FR 0,0030 1 0,0030 0,27 0,624
FR*Trat 0,0017 2 0,0008 0,07 0,930
TP*FR 0,0077 2 0,0038 1,08 0,371

TP*FR*Trat 0,0439 4 0,0110 3,09 0,0579

TP = Tempo; Trat = Tratamento (armazenamento); FR = Frasco.
Fonte: O Autor.

Figura 39 — Comparacéo entre médias dos tratamentos (freezer, estufa e ambiente)
obtidas em diversos tempos (1 = 15 dias; 2 = 30 dias; 3 = 60 dias) para Mn no
Candidato a MR CRCNL.
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De acordo com a Tabela 14, ndo houve indicios estatisticos que as médias entre
os frascos e entre os tratamentos difiram entre si em nivel 95% de confianca, contudo
diferengas entre os tempos de andlises foram consideradas significativas (o = 0,05).
Estas diferencas podem ser vistas com maior clareza na Figura 39, na qual foi observada
diferenca estatistica apenas para os tempos 1 e 2 no tratamento estufa, conforme o
esperado devido a alta temperatura da estufa (65 °C) a que foram submetidas as
amostras.

Os resultados da aproximacdo multivariada da analise de variancia desse
experimento estdo na Tabela 14, em que foi comprovado, em nivel de 95% de
confianca, as diferengas entre os tempos, provavelmente associado com a degradagéo

causada pelo aquecimento em estufa.

Tabela 14 — Aproximacdo multivariada da analise de variancia dos dados de Mn
para experimentos de parcelas repetidas no tempo referentes ao candidato

CRCNL1.
Efeito Teste Valor F Efeito  Erro
gl gl

TP Wilks 0,0154 159,6 2 5 0,000030
TP*Trat Wilks 0,295 2,10 4 10 0,155
FR Wilks 0,957 0,267 1 6 0,624
FR*Trat Wilks 0,976 0,0732 2 6 0,930
TP*FR Wilks 0,695 1,09 2 5 0,403
TP*FR*Trat Wilks 0,300 2,07 4 10 0,160

TP = Tempo; Trat = Tratamento (armazenamento); FR = Frasco.
Fonte: O Autor.

Para o candidato CRCNZ2, os resultados da analise univariada das concentractes
de Cu podem ser observados na Tabela 15, nos quais ndo foram observadas diferencas
significativas em nivel de 95% de confianca, pois a hipétese de nula (Ho) de que os
valores ndo diferem entre si foi aceita (p>0,05), sendo assim ndo ha indicios de
degradacéo relacionados ao transporte do candidato a MR.

A Figura 40 apresenta as concentracdes medias de Cu e seus respectivos
intervalos de confianca em nivel de 95% de confianca, que demonstram os resultados

obtidos atraves do teste univariado considerando o tempo e os tratamentos aplicados.
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Tabela 15 — Resultados da analise de variancia para medidas repetidas no tempo
de Cu no candidato a MR CRCN2.

Efeito Soma de Graus de liberdade Qua,d rédos F-valor p-valor
quadrados médios
TP 2,54 2 1,27 1,38 0,289
TP*Trat 2,27 4 0,567 0,615 0,660
FR 0,619 1 0,619 0,367 0,567
FR*Trat 0,0643 2 0,0321 0,0191 0,981
TP*FR 0,216 2 0,108 0,198 0,823
TP*FR*Trat 2,03 4 0,508 0,933 0,477

TP = Tempo; Trat = Tratamento (armazenamento); FR = Frasco.
Fonte: O Autor.

Figura 40 — Comparacéo entre medias dos tratamentos (freezer, estufa e ambiente)
obtidas em diversos tempos (1 = 15 dias; 2 = 30 dias; 3 = 60 dias) para Cu no
Candidato a MR CRCN2.
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Fonte: O Autor.

Na Tabela 16, os resultados da analise multivariada para o material CRCN2,
utilizando-se do teste de Wilks, indicaram também que ndo houve diferencas
significativas em nivel de 95% de confianca para os valores de concentracdo de Cu para
o material CRCN2, confirmando a estabilidade do material quanto a este elemento

quimico.
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Tabela 16 — Aproximacao multivariada da analise de variancia dos dados de Cu

para experimentos de parcelas repetidas no tempo referentes ao candidato

CRCN2.
Efeito Teste Valor F Efgel' 0 E(;O p

TP Wilks 0,744 0,858 2 5 0,478
TP*Trat Wilks 0,617 0,682 4 10 0,620
FR Wilks 0,942 0,367 1 6 0,567
FR*Trat Wilks 0,993 0,0191 2 6 0,981
TP*FR Wilks 0,922 0,211 2 5 0,817
TP*FR*Trat Wilks 0,449 1,23 4 10 0,358

TP = Tempo; Trat = Tratamento (armazenamento); FR = Frasco.
Fonte: O Autor.

Os resultados da andlise de variancia para as concentracdes de Fe medidas em
diferentes tempos, frascos e sujeitas a diferentes acondicionamentos podem ser
observados na Tabela 17. A comparacdo multipla entre as concentragdes médias com
relacdo ao tempo e ao tratamento estd na Figura 41, engquanto que os resultados da

analise multivariada estdo na Tabela 18.

Tabela 17 — Resultados da analise de variancia para medidas repetidas no tempo
de Fe no candidato a MR CRCNZ2.

Efeito Soma de Graus de liberdade Quald rgdos F-valor  p-valor
quadrados médios
TP 79,0 2 39,5 13,3 0,000908

TP*Trat 30,4 4 7,61 2,56 0,0929
FR 0,633 1 0,633 0,436 0,534
FR*Trat 14,2 2 7,11 4,892 0,0549
TP*FR 11,8 2 5,89 1,39 0,286
TP*FR*Trat 13,7 4 3,43 0,811 0,542

TP = Tempo; Trat = Tratamento (armazenamento); FR = Frasco.
Fonte: O Autor.
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Figura 41 — Comparacéao entre médias dos tratamentos (freezer, estufa e ambiente)
obtidas em diversos tempos (1 = 15 dias; 2 = 30 dias; 3 = 60 dias) para Fe no
Candidato a MR CRCN2.
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Vale ressaltar que os resultados da andlise de variancia ndo foram muito claros
para Fe no CRCN2 (Figura 40). Ao comparar-se apenas as medias dos tempos
(Figura 42), percebe-se que ha uma tendéncia da diminuicdo dos valores médios para 0s

tempos 2 e 3.

Figura 42 — Comparacao entre médias nos diversos tempos (1 = 15 dias; 2 = 30
dias; 3 = 60 dias) para Fe no Candidato a MR CRCN2.
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A analise multivariada dos parametros estudados (Tabela 18) mostra que, o
candidato a material de referéncia apresenta uma alteracdo significativa nas
concentracdes de Fe ao decorrer do tempo, corroborando com 0 exposto anteriormente.
Nesse caso, esse candidato a MR ndo apresentou uma estabilidade adequada com

relacdo a distribuicéo de ferro independente do método de estocagem empregado.

Tabela 18 — Aproximacdo multivariada da andlise de variancia dos dados de Fe

para experimentos de parcelas repetidas no tempo referentes ao candidato

CRCN2.
Efeito Teste Valor F Efgell 0 E;:O p

TP Wilks 0,130 16,7 2 5 0,00612

TP*Trat Wilks 0,394 1,48 4 10 0,279

FR Wilks 0,932 0,436 1 6 0,534
FR*Trat Wilks 0,380 4,89 2 6 0,0549

TP*FR Wilks 0,678 1,19 2 ) 0,378

TP*FR*Trat Wilks 0,688 0,513 4 10 0,728

TP = Tempo; Trat = Tratamento (armazenamento); FR = Frasco.
Fonte: O Autor.

Para Mn no candidato CRCNZ2, a analise univariada para medidas repetidas no
tempo em nivel de 95% de confianca podem ser observados na Tabela 19. Percebe-se
que, para os efeitos de FR e as interagfes de tempo, frasco e tratamento, apresentaram
resultados satisfatorios para o objetivo do estudo, pois ndo houve diferencas
significativas (o = 0,05). Porém, ao avaliar-se apenas o fator tempo, o teste foi

significativo, indicando instabilidade do material em nivel de 95% de confianca.

Tabela 19 — Resultados da analise de variancia para medidas repetidas no tempo
de Mn no candidato a MR CRCN2.

Efeito Soma de Graus de liberdade Qua,drgdos F-valor  p-valor
quadrados médios
TP 79,0 2 39,5 13,3 0,000908

TP*Trat 30,4 4 7,61 2,56 0,0930
FR 0,633 1 0,633 0,436 0,534
FR*Trat 14,2 2 7,11 4,89 0,0549
TP*FR 11,8 2 5,89 1,39 0,286
TP*FR*Trat 13,7 4 3,43 0,811 0,542

TP = Tempo; Trat = Tratamento (armazenamento); FR = Frasco.
Fonte: O Autor.
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Observando o grafico da Figura 43, ndo estdo claras as diferencas encontradas
para os tempos (TP) em cada tratamento (TR). Todavia, a analise multivariada
(Tabela 20) rejeitou a hipdtese de que as médias dos tratamentos, tempos e frascos e

suas interacdes sejam diferentes em nivel de 95% de confianca.

Figura 43 — Comparacédo entre medias dos tratamentos (freezer, estufa e
ambiente) obtidas em diversos tempos (1 = 15 dias; 2 = 30 dias; 3 = 60 dias) para
Mn no Candidato a MR CRCN2.
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Fonte: O Autor.

Tabela 20 — Aproximacdo multivariada da andlise de variancia dos dados de Mn

para experimentos de parcelas repetidas no tempo referentes ao candidato

CRCNZ2.
Efeito Teste Valor F Efg; 0 p-valor
TP Wilks 0,361 4,42 2 0,0785
TP*Trat Wilks 0,399 1,46 4 0,286
FR Wilks 0,953 0,296 1 0,606
FR*Trat Wilks 0,996 0,0130 2 0,987
TP*FR Wilks 0,801 0,622 2 0,574
TP*FR*Trat Wilks 0,438 1,28 4 0,342

TP = Tempo; Trat = Tratamento (armazenamento); FR = Frasco.

Fonte: O Autor.
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De maneira geral, os resultados obtidos no estudo de estabilidade de curto prazo
permitem afirmar que, para os elementos analisados, o material CRCN2 foi

suficientemente estavel para a producdo de MR e transporte.

4.2.5.2 Estabilidade a longo prazo

A Figura 44 apresenta os resultados médios (dos frascos avaliados) das
concentracdes dos elementos quimicos ferro e manganés e seus respectivos intervalos
de confianca para cada um dos tempos utilizados no estudo da estabilidade a longo
prazo no decorrer de 365 dias para os candidatos a MR CRCN 1. Os resultados estdo

expressos em massa seca, utilizando fator de correcdo da umidade residual.

Figura 44 — Comparacao entre as concentracées médias obtidas e seus respectivos
intervalos de confianca em nivel de 95% de confianga em diversos tempos (dia O;
15 dias; 30 dias; 60 dias e 360 dias) para Fe e Mn no Candidato a MR CRCN1.
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Fonte: O Autor.

Foram observadas diferencas significativas em nivel de 95% de confianca nas
concentragdes obtidas de Fe entre os tempos de 15 dias e 360 dias, o que pode indicar
uma degradacédo ao longo do periodo analisado para o elemento quimico Fe, o que ja era
de se esperar, ja que 0 mesmo apresentou instabilidade a curto prazo para o tratamento
no freezer que é considerada o controle. Outra hipotese para essa diferenca é que devido

ao fato de o candidato a Material de Referéncia CRCN1 ter apresentado
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heterogeneidade entre os diferentes frascos analisados, isto pode causar diferengas nos
resultados, indicando uma falsa degradacgéo, que estaria ligada a heterogeneidade.

Para 0 Mn, ndo foram verificadas diferencas significativas em nivel de 95% de
confianca nas concentracfes ao longo do teste, indicando que este elemento pode ser
considerado estavel ao longo do periodo estudado e armazenado em temperatura
ambiente. Porém, ao observar os resultados do teste de estabilidade a curto prazo,
verifica-se instabilidade do Mn no decorrer do tempo, que ndo foi verificado por este
ensaio. Isto reforca a hipdtese de os resultados de instabilidade a curto e longo prazo
estarem realmente relacionados a heterogeneidade deste Candidato.

A Figura 45 apresenta os valores de concentragdo médios (cobre, ferro e
manganés) para cada tempo do teste de estabilidade a longo prazo para o candidato a

MR CRCN2, bem como os intervalos de confianca em nivel 0,05 de significancia.

Figura 45 — Comparacéo entre médias dos em diversos tempos (dia 0; 15 dias;
30 dias; 60 dias e 360 dias) para Cu, Fe e Mn no Candidato a MR CRCN2.

124 44

42

Cu (mg kg")
[}
1
Fe (mg kg
8
1
/ /
——
-
-

T T T T T T T T 1 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tempo (dias) Tempo (dias)

T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tempo (dias)

Fonte: O Autor.
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A analise dos valores obtidos de Cu e Mn ao longo do experimento de um ano
mostra que ndo houve diferengas significativas entre os tempos analisados. Por
conseguinte ,ndo ha indicios de que exista degradacdo nestes elementos quimicos. O
ferro apresenta uma tendéncia de queda na concentracdo nas amostras avaliadas em 30 e
60 dias, poréem no final de analise (365dias) ndo foi corroborada a tendéncia. Como nédo
houve diferencas significativas entre nenhum dos cinco tempos estudados em nivel de
95% de confianga, pode-se considerar que o candidato a Material de Referéncia CRCN2
apresentou-se estavel para os elementos quimicos avaliados no estudo.

Como o CRCN2 foi o material que apresentou os resultados adequados de
acordo com as normas da ABNT ISSO Guias 30, 31, 32, 33, 34 e 35 para todos as
caracteristicas fisicas e quimicas avaliadas, apenas para este candidato a MR foi
realizado ensaio de certificacdo das concentraces de elementos quimicos e

determinacéo de incertezas analiticas.

4.2.6 Certificacdo das concentrac@es de elementos quimicos

Com o objetivo de estabelecer concentracdes certificadas de elementos quimicos
determinadas no candidato a MR CRCNZ2, a garantia de qualidade do procedimento
analitico foi demonstrada a partir dos resultados do Material de Referéncia TM1. Os
valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas expandidas em nivel de 95%
de confianga para os elementos quimicos Ca, Cu, Fe, Mn,e Zn determinados por FAAS
estdo apresentados na Tabela 21. Os valores do Numero E, estiveram no intervalo entre
-1 e 1, demonstrando a qualidade do procedimento analitico em nivel de 95% de
confianca (1SO 13528, 2005).

Na Tabela 22, estdo mostrados os valores obtido e certificado para o elemento
quimico calcio quantificado no TM 1 por FAES, assim como suas respectivas incertezas
analiticas expandidas e os valores de E,, que novamente estiveram dentro do intervalo

adequado para um nivel de confianca de 95%.
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Tabela 21 — Valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas analiticas

expandidas em nivel de 95% de confianga para o material de referéncia TM1 por

FAAS.
Valor obtido Valor certificado e
Analito (mg/kg) (mg/kg) "
Média DP Média DP
Ca 2820 + 313 2720 + 400 0,20
Cu 113 + 13 113 + 17 -0,01
Fe 584 + 37 593 + 53 -0,14
Mn 227 + 23 22,7 * 3,7 -0,01
Zn 1186 =+ 9,8 1185 = 95 0,02

Fonte: O Autor.

Tabela 22 — Valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas analiticas

expandidas em nivel de 95% de confianca para o material de referéncia TM1 por

FAES.
Valor obtido Valor certificado e
Analito (mg/kg) (mg/kg) !
Média DP Média DP
Ca 2851 * 132 2720 + 400 0,20

Fonte: O Autor.

Para a analise por GFAAS na Tabela 23, sdo apresentados os valores obtidos e
certificados e suas respectivas incertezas analiticas expandidas em nivel de 95% de
confianca para cada elemento quimico quantificado no material de referéncia TM 1 por
GFAAS, assim como os valores de Numero E,. Para esta técnica, foi possivel
comprovar a qualidade do procedimento analitico para os elementos quimicos Cu, Fe,

Mn e Zn, cujos valores de Numero E, estiveram dentro do intervalo de -1 a 1.
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Tabela 23 — Valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas analiticas

expandidas em nivel de 95% de confian¢a para o material de referéncia TM1 por

GFAAS
Valor obtido Valor certificado £
Analito (mg/kg) (mg/kg) "
Média DP Média DP
Cu 118 + 13 113 + 17 0,23
Fe 620 + 50 593 + 53 0,35
Mn 219 £ 17 22,7 £ 37 -0,21
Zn 1185 + 11,0 1185 + 95 0,01

Fonte: O Autor.

Nas Figuras 46 a 50, estdo presentes os valores de concentracbes médias (10
replicatas) e suas respectivas incertezas analiticas em nivel de 95% de confianga obtidos
no ensaio de certificacdo dos elementos quimicos Ca, Cu, Fe, Mn e Zn, amostras
independentes do candidato a MR CRCNZ2, bem como brancos analiticos e Material de
Referéncia TM 1, utilizando as técnicas analiticas FAAS, FAES e GFAAS. Sendo
assim, verificou-se facilmente a adequagdo ou ndo dos resultados destas concentragoes
determinadas por duas técnicas analiticas diferentes, além de averiguar se foram
compativeis dentro do nivel metrolégico esperado.

As concentracfes de célcio foram obtidas utilizando as técnicas de FAAS e
FAES, ambas com atomizagdo com chama, nota-se com clareza que os valores obtidos
sdo compativeis quando foram observadas as incertezas analiticas em nivel de 95% de
confianca para os dois resultados. Deste modo, pode-se realizar a certificacdo do valor
de concentracdo e sua respectiva incerteza analitica associada para este elemento

quimico.
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Figura 46 — Comparacéao entre médias e suas respectivas incertezas em nivel de
95% de confianca para Ca utilizando amostras independentes para Candidato a
MR CRCN2 por FAAS e FAES.
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Fonte: O Autor.

Figura 47 — Comparacéao entre médias e suas respectivas incertezas em nivel de
95% de confianga para Cu utilizando amostras independentes para Candidato a
MR CRCN2 por FAAS e GFAAS.
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Figura 48 — Comparacéao entre médias e suas respectivas incertezas em nivel de
95% de confianca para Fe utilizando amostras independentes para Candidato a
MR CRCN2 por FAAS e GFAAS.
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Figura 49 — Comparagéo entre médias e suas respectivas incertezas em nivel de
95% de confianga para Mn utilizando amostras independentes para Candidato a
MR CRCN2 por FAAS e GFAAS.
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Figura 50 — Comparacéao entre médias e suas respectivas incertezas em nivel de
95% de confianca para Zn utilizando amostras independentes para Candidato a
MR CRCN2 por FAAS e GFAAS.
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Fonte: O Autor.

Para os elementos quimicos Cu, Fe, Mn e Zn foram utilizadas as técnicas
analiticas de FAAS e GFAAS. De acordo com os resultados das Figuras 47, 48 49 e 50,
é possivel inferir que, para todos estes elementos quimicos, obteve-se resultado
desejado, quanto a obtencdo de valores utilizando subamostras independentes do
candidato a Material de Referéncia CRCN 2. Assim como ocorreu para Ca, nota-se que
estes valores também podem ter sua média e incertezas atribuidas, proporcionando
concentracgdes certificadas para este material.

Para estimar a incerteza analitica dos valores certificados (ABNT, 2012a), foram
combinadas a incerteza relativa a estabilidade a longo prazo, a incerteza de
caracterizacdo dos elementos quimicos e a incerteza associada a homogeneidade entre
frascos por meio da Equacdo 2 apresentada na Secdo 3.4.3.5, obtendo-se os valores

apresentados na Tabela 24.



99

Tabela 24 — Estimativa das incertezas estimadas para cada elemento quimico

certificado.

Incerteza

Analito Ucar(%0) Ulongo(20) Uentre(%0) certificacdo
(%)
Ca 4,73 2,28 3,9 11,4
Cu 512 3,41 4,28 15,0
Fe 3,73 2,28 3,28 10,9
Mn 3,55 2,2 3,9 11,4
Zn 4,46 2,28 3,9 11,4

Fonte: O Autor.

As incertezas associadas a certificacdo dos elementos quimicos Ca, Cu, Fe, Mn e
Zn, séo consideradas adequadas (ABNT, 2012a), e sdo compativeis com as apresentadas
nos certificados de MR de matrizes bioldgicas do IAEA, como o IAEA 336 Lichen,
IAEA 392 Algae, IAEA 436 Tuna fish, IAEA V-8 Rye flour na quantificacdo destes
elementos quimicos. Deste modo pode-se afirmar que o candidato a Material de
Referéncia CRCN2 pode ser considerado adequado para comprovagdo de qualidade

analitica na quantificacdo destes elementos quimicos em insetos.
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5 CONCLUSOES

Neste estudo foram desenvolvidas todas as etapas necessarias para a preparacao,
defini¢do de propriedades fisicas e quimicas e certificacdo de um Material de Referéncia
de insetos como preconizam as normas da International Organization for

Standardization — ISO. A partir deste trabalho, conclui-se que:

1. Todas as propriedades e etapas para a preparacdo de um Material de Referéncia
foram alcancadas, porém foram identificadas oportunidades de melhoria,
principalmente na preparagdo do material de referéncia (moagem e
homogeneizacdo). Nesse caso, as propriedades quimicas e fisicas seriam mais
fidedignas sem a utilizacdo de aditivos.

2. Nos estudos de propriedades fisicas de granulometria e umidade residual foram
obtidos resultados satisfatorios para os candidatos a Material de Referéncia
CRCN 1 e CRCN 2, tendo umidade em torno de, no maximo 3%, e de tamanho
de particulas distribuidas em uma faixa estreita.

3. Dentre as massas avaliadas no estudo de massa minima, as analises quimicas
com a massa de 1,25 g produziram resultados mais confidveis e com erros de
amostragem menores, porém ndo foram consideradas satisfatérias para o
candidato CRCNL1. Entretanto, pode ser considerada uma quantidade um pouco
elevada, devido a necessidade de utilizacdo de sulfato de sddio, em comparagéo
a outros materiais de matrizes bioldgicas.

4. Conseguiu-se obter o candidato a material CRCN2 homogéneo quanto a
distribuicdo das concentracdes de Cu, Fe e Mn. Contudo, o material CRCN1 foi
homogéneo apenas para Fe.

5. Apenas o candidato a Material de Referéncia CRCN2 apresentou estabilidade
nos testes aplicados para a simulacdo das condicbes de transporte e
armazenamento, tendo como parametros diferentes temperaturas e tempos de
estocagem.

6. Foi possivel a certificagdo das concentragdes dos elementos quimicos calcio,
cobre, ferro, manganés e zinco assim como a estimativa das suas respectivas
incertezas analiticas expandidas associadas, apenas para 0 CRCN2.

7. O Candidato a Material de Referéncia CRCN2 (Farinha de grilo negro) mostrou-

se mais adequado para a producdo de material de referéncia com resultados
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robustos em relacdo aos parametros exigidos pelas normas vigentes, que
preconizam as propriedades para a producdo e utilizagdo de um Material de
Referéncia Certificado.
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