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Introducéo

Um material de referéncia certificado, de acordo com a ABNT ISO Guia 30:2016, é um
material caracterizado por um procedimento valido que apresente uma boa confiabilidade,
qualidade e rastreabilidade das medi¢Ges de uma ou mais propriedades (INMETRO, 2012). O
uso de MRC ¢ recomendado para a garantia da qualidade e acreditacdo de laboratorios, sendo
utilizados desde a calibracdo de equipamentos, a validacdo de metodologias e até a atribuicdo
de valores de propriedades a outros materiais ou padrdes de medicdo (ABNT ISO GUIA 30,
2020; ABNT ISO GUIA 33, 2019; ISO, 2022). Apesar dos varios tipos de MRC encontrados
comercialmente (Olivares, 2018), o alto custo de producdo limita sua disponibilidade para
diferentes matrizes.

Os insetos sdo uma classe de animais bem distribuidas ao redor do mundo, capazes de
absorver substancias quimicas do ambiente através da alimentacédo ou contato direto, tornando-
se uma matriz interessante para estudos ambientais (Garvita, 2021; Santos, 2016; Magalhdes,
2015). As preocupacdes relacionadas com o consumo e producdo de carne, requerem uma
urgéncia em mudar os habitos alimentares buscando alternativas mais sustentaveis para
geracOes presentes e futuras aumentando o interesse em utilizar os insetos como fonte de
nutrientes (Baiano, 2020; OMS, 2015). Considerando tais aspectos, esta classe de animais
apresenta bastante relevancia como candidato a Material de Referéncia Certificado tendo em
vista a necessidade de padrdes de referéncia de composicdo proxima ou similar aos materiais
utilizados nas mais variadas pesquisas envolvendo estes seres vivos(Araujo et al, 2018; Santos,
2016; Magalhdes, 2015).

A producao de MRC consiste em varias etapas, dentre elas, a caracteriza¢do do material
que requer a aplicagdo de procedimentos de medicdo para a atribuicdo de valores de
propriedades de interesse que possam ser certificadas. Diferentes abordagens para realizacdo
da caracterizagdo podem ser consultadas na ABNT NBR 1SO 17034 (2017), e a escolha do
método de medicdo deve levar em conta as caracteristicas da matéria-prima bem como das
propriedades de interesse para 0 MRC.

A escolha da técnica analitica é primordial para assegurar que os resultados das analises
quimicas das matrizes utilizadas na producdo de MRC sejam mais precisos e confidveis.
Pesquisas envolvendo a busca por padrdes de referéncia necessitam das mais variadas técnicas
analiticas para identificagdo do maior nimero de elementos quimicos possiveis e as suas
respectivas concentracfes, bem como metodologias que sejam adequadas ao uso pretendido
(INMETRO, 2020).

Desta forma, o presente trabalho visou apresentar as fracdes maéssicas de macro e
micronutrientes em amostras de um candidato a material de referéncia certificado utilizando
grilo preto (Gryllus assimilis) como matéria-prima. Tais estimativas foram realizadas por
Espectrometria de Absorcdo Atémica com Chama (FAAS) e Espectrometria de Emissio Optica
por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES) por apresentarem baixos limites de deteccéo e
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quantificacdo, seletividade e alta resolugéo, sendo utilizadas em estudos envolvendo
invertebrados (Magalhaes, 2015).

Material e Métodos
Preparacéo das amostras do Candidato a Material de Referéncia Certificado

As amostras do inseto foram levadas a uma sala devidamente limpa para a preparacao
do candidato a MRC. O procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar com filtro
HEPA (High Efficiency Particulate Arrestance) para evitar a contaminacdo com elementos
quimicos exdgenos. A amostra foi reduzida utilizando um liquidificador modificado com
lamina de titanio, posteriormente o material obtido foi congelado, liofilizado e levado para o
envase e confeccdo do lote do candidato a MRC.

O material liofilizado foi distribuido em frascos, devidamente higienizados, utilizando
um Quarteador de aco inoxidavel resultando no lote do candidato a MRC. Todo o lote foi
esterilizado por meio de irradiacio de uma fonte de Co® Gammacell 220 Excel-MDS Nordion
com dose de radiacdo gama apropriada para esterilizagéo: 25 kiloGrays (kGy).

Caracterizacdo Quimica do Candidato a Material de Referéncia Certificado

Para a estimativa das concentra¢@es de Al (aluminio), Ca (calcio), Cobre (Cu), Ferro
(Fe), Potassio (K), Magnésio (Mg), Manganés (Mn), Sodio (Na) e Zinco (Zn), porcdes
analiticas de 0,5 g foram amostradas e submetidas a um tratamento quimico (digestdo). A
digestdo das amostras foi realizada utilizando acido nitrico (HNOs) com aquecimento assistido
por micro-ondas.

A garantia de qualidade do procedimento analitico foi demonstrada a partir da avaliacdo
do Ndmero En, erro normalizado, (INMETRO, 2020). Para tanto, o Material de Referéncia
TMO1-Tecido de Mexilhdo (Mussel Tissue), fornecido pelo Instituto de Pesquisas Energéticas
e Nucleares (IPEN/CNEN SP), foi submetido ao mesmo tratamento quimico aplicado as
amostras do candidato, e os valores de concentracdo e incerteza obtidos experimentalmente
foram comparados com os valores presentes no certificado do MR.

Resultados e Discussao
Qualidade do Procedimento Analitico

A qualidade do procedimento analitico foi avaliada a partir da quantificacdo de
elementos quimicos de interesse no material de referéncia certificado TMO1-Tecido de
Mexilhdo (Mussel Tissue) nas mesmas condi¢des experimentais de analise para o candidato a
MRC. Este parametro avaliado em termos de valores de En (Erro normalizado) para os analitos
analisados, em que valores entre -1 e 1 indicam que o procedimento analitico adotado foi valido
(INMETRO, 2020).

Os resultados obtidos para os valores experimentais e certificados, juntamente com suas
respectivas incertezas, estdo dispostos na Tabela 1. A partir dos valores de Numero En obtidos
para o material certificado analisado pelas técnicas de FAAS e ICP OES, foi possivel inferir
que, para os elementos quimicos selecionados, o procedimento escolhido mostrou-se confiavel,
pois os valores mantiveram-se dentro do intervalo de aceitabilidade.
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Tabela 1. Valores obtidos e certificados para 0 TMO1 e as respectivas incertezas analiticas em
nivel de 95%, k = 2. Resultados para massa de 0,5 g de MR.

Valor obtido Valor certificado
Analito (mg kg?) (mg kg?) NUmero En n
Média Incerteza Média Incerteza
1Al 1090 144 1200 190 -0,5 3
ICa 2720 288 2710 300 0,0 3
2Cu 12,5 2,4 11,7 15 0,3 3
2Fe 595 82 585 58 0,1 3
K 8590 522 8100 1100 0,4 3
Mg 3730 248 3600 430 0,3 3
2Mn 23,30 1,20 22,70 3,70 0,2 3
INa 22800 2200 22700 3600 0,0 3
2Zn 121,0 15,0 119,6 9,5 0,1 3

L1CP OES; 2FAAS. n: niimero de amostras.
Caracterizacdo Quimica do Candidato a Material de Referéncia Certificado

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos a partir das analises das diferentes amostras
do candidato. Como observado o inseto utilizado apresentou uma variedade com relacdo a
presenca de elementos quimicos na sua composicdo bem como nos valores de concentracdo de
tais substancias. A presenca desses nutrientes esta associada as diversas func¢des bioldgicas no
animal (Nation, 2001; Cohen, 2003), além de estarem relacionados a qualidade e caracteristicas
do ambiente ao qual o inseto esta inserido (Montowska, 2019; Manditsera, 2019).

Tabela 2. Concentragdo média, méxima e minima dos elementos quimicos obtidas por
ICP-OES! e FAAS?,

Concentracédo (mg kg™)

Analito Minimo Média Maximo CV (%) U (%) i
1Al 104 128 154 8,4 11,9 10
ICa 894 982 1100 4.4 10,6 10
2Cu 22,3 25,3 21,7 6,4 16,8 10
2Fe 90,2 93,5 95,3 1,4 13,9 10
'K 7170 7870 8300 3,0 6,1 10
Mg 901 995 1060 4,0 6,4 10
2Mn 36,8 38,6 404 2,6 51 10
'Na 2800 2977 3190 3,1 9,6 10
2Zn 152 156 160 1,2 12 10

CV: coeficiente de variacdo; U: incerteza expandida, k = 2, nivel de confianca de 95%. n: nimero de amostras.

Do ponto de vista analitico, € importante ressaltar que os coeficientes de variacdo
determinados para os analitos apresentaram valores entre 1,2% e 8,4% resultados condizentes
com os valores recomendados em literatura em funcdo da concentracdo determinada para os
elementos (INMETRO, 2020). As incertezas estimadas para os analitos selecionados ficaram
abaixo de 15%, valores que foram considerados bons indicadores da qualidade e garantia da
validade dos resultados obtidos para as amostras.

Conclusdes

Como observado, o candidato a MRC apresentou uma variabilidade em relacédo a
estimativas das fragdes massicas dos nutrientes investigados. Tais valores refletem a
potencialidade da utilizacdo dessa matéria-prima como um padrao de referéncia tendo em vista
que os resultados sdo compativeis com dados que utilizam a matriz inseto nas mais variadas
pesquisas.
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