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Resumo

O presente trabalho foi realizado no ambito do Projeto Desenvolvimento e producao
de um candidato a material de referéncia: uma necessidade para o controle de
qualidade de alimentos, financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico - CNPq. No desenvolvimento de novos métodos analiticos
uma etapa fundamental € a etapa de validac&o, para isso o material de referéncia é
requisito para confirmar a exatiddo do método e controle de qualidade de produtos.
Este trabalho descreve o preparo, caracterizagéo e a aplicacdo de um novo material
de referéncia de laboratorio. Estudos de Homogeneidade, estabilidade foram
realizados para Calcio, Potassio, Magnésio, Fosforo, Cobre, Ferro, Manganés e
Zinco, aplicando as técnicas de andlise por agrupamento hierarquico (HCA) e
analise de componentes principais (PCA) como método alternativo aos
recomendados pela ISO Guia 35:2006. A aplicacdo do PCA e HCA permitiu uma
avaliacdo simples dos dados gerados. A caracterizacdo do material foi realizada por
meio de andlise interlaboratorial, onde 13 laboratoérios voluntarios contribuiram na
realizacdo das analises. A técnica de elipse de confianca foi aplicada para avaliacéo
dos resultados conforme recomenda a ISO 13528:2015. Foi possivel caracterizar o
teor de 8 componentes da farinha de milho: Ca (24,6+1,5 mg Kg™), K (1307+10
mgKg™), Mg (184,2+1,7 mg Kg™), P (527,1+11,1 mg Kg™), Cu (0,61+0,24 mg Kg™),
Fe (6,31+0,49 mg Kg™), Mn (0,91+0,1 mg Kg™*) e Zn (4,93%0,17 mg Kg™). A fim de
aplicar o novo material de referéncia de farinha de milho um método para
determinacdo de Cu e Fe por analise direta de solidos e linhas secundarias do
espectrobmetro de absorcdo atbmica de alta resolucdo com fonte continua foi
desenvolvido, onde as temperaturas de pirélise e atomizacdo foram otimizadas. O
novo método foi validado e a exatiddo confirmada pelo novo material de referéncia
proposto. O método mostrou-se sensivel e preciso quando utilizada a amostragem
direta de solidos. Desta forma é possivel concluir que o material de referéncia de

farinha de milho desenvolvido é adequado para o objetivo proposto.

Palavras chave: Material de Referéncia, Farinha de milho, ANOVA, PCA, HCA e
elipse de confianga.
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Abstract

This study was conducted under the Project Development and production of a
reference material candidate: a need for quality control of food, funded by the
National Council for Scientific and Technological Development - CNPq. The
development of new analytical methods is a fundamental step is the validation study,
for this reference material is requirement to confirm the accuracy of the method and
control product quality. This work describes the preparation, characterization and
application of a new laboratory reference material. Studies Uniformity, stability were
carried out for calcium, potassium, magnesium, phosphorus, copper, iron,
manganese and zinc, by applying analytical techniques for hierarchical clustering
(HCA) and principal component analysis (PCA) as an alternative method to
recommended by ISO guide 35: 2006. The application of PCA and HCA allowed a
simple evaluation of the data generated. The characterization of material was
performed by interlaboratory analysis where 13 volunteers laboratories contributed in
analysis. The confidence ellipse technique was applied to evaluate the results as
recommended by ISO 13528: 2015. It was possible to characterize the content of 8
parts of corn flour: Ca (24.6 + 1.5 mg Kg?), K (1307 + 10 mg Kg™), Mg (184.2 + 1.7
mg Kg?) P (527.1 + 11.1 mg Kg™), Cu (0.61 + 0.24 mg Kg™), Fe (6.31 + 0.49 mg Kg°
1), Mn (0.91 + 0.1 mg Kg™) and Zn (4.93 + 0.17 mg Kg™). In order to apply the new
maize flour reference material a method for determining Cu and Fe for direct analysis
of solid and secondary lines of the atomic absorption spectrometer of high resolution
continuum source was developed, where temperatures pyrolysis and atomization
were optimized. The new method was validated and the accuracy confirmed for
proposed new reference material. The method was sensitive and precise when
working with direct sampling of solids. Thus it can be concluded that maize flour

reference material developed is suitable for the proposed objective.
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1 Introducéao

1.1 Aimporténcia da utilizagdo de materiais de referéncia certificado (MRC)

A importancia e a ampla aplicacdo de materiais de referéncia certificado MRC
vém se intensificando a medida que os processos analiticos exigem cada vez mais

controle e exatidao de seus resultados [1].

Os MRC sao utlizados nos laboratérios para o controle das analises
quimicas, na calibracdo de equipamentos, no acompanhamento e na avaliacdo de
analistas, no controle e atribuicdo de valores tidos como verdadeiros e no
desenvolvimento de metodologias analiticas, requisito necessario em qualquer

processo metroldgico, pois permite que sejam obtidas medi¢des confiaveis [2].

O MRC segundo definicdo da (Organizagao Internacional de Padronizacao.)
ISO GUIA 30[3], definido como um material ou substadncia com uma ou mais
propriedades bem determinadas, por procedimentos estabelecidos e que vem
acompanhado por um certificado cujas propriedades apresentam uma incerteza para

um nivel de confianca associado.

A diferenca existente entre material de referéncia certificado (MRC) e os
materiais de referéncia de laboratério (MRL) é que o MCR vem acompanhado por
um certificado que foi desenvolvido através de um procedimento que estabeleceu
sua rastreabilidade, na obtencdo exata da unidade na qual os valores da
propriedade sdo expressos, com cada valor certificado acompanhado por uma
incerteza para um nivel de confianga requerido, mas ambos apresentam um ou mais

valores de propriedades que sdo homogéneos e bem estabelecidos [4].

Nao existem MRC para todas as matrizes dos métodos analiticos propostos
atualmente em laboratérios. SO estdo disponiveis materiais de referéncia para os
meétodos analiticos mais rotineiramente empregados e para um numero pequeno de
matrizes. Estes MRC em geral possuem um preco elevado, visto que as etapas de
certificacdo sdo demoradas e dispendiosas. Poucos sao produzidos no Brasil e em

sua maioria sao fornecidos pelo Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia dos
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Estados Unidos da América (NIST) [5].

Na validacdo de métodos analiticos desenvolvidos para a determinacdo de
espécies inorganicas, a vantagem da aplicacdo do MRC consiste na possibilidade do
usuario possuir meios de avaliar a exatiddo do seu método de determinacéo
proposto e estabelecer a rastreabilidade metrologica para seus resultados, isto €
possivel devido a similaridade existente da matriz destes tipos de materiais com o
material a ser submetido ao processo de andlise quimica [6]. Esta avaliacdo da
exatiddo ocorre com o MRC analisado como forma de amostra desconhecida, o
resultado obtido € comparado com o valor certificado. Se um intervalo de confianga

anormal for observado, o laboratorio precisara identificar sua causa e corrigi-lo [7].

Outra forma de utilizacdo dos MRL e MRC sao nas curvas de calibracao
analiticas, porque os instrumentos de medicdo podem ser sensiveis a efeito de
matriz. Entdo os procedimentos de preparo da curva de calibragdo empregados
deverdo levar em consideracgéo tais efeitos, com isto, 0 método preferivel de preparo
da curva seria a utilizacdo de MRC apropriados, mas tem que satisfazer dois tipos

de condi¢des necessarias [1]:
1) A propriedade certificada seja conhecida com confiabilidade;

2) A matriz do MR seja similar a das amostras analisadas e que as diferengas
existentes ndo sejam responsaveis por gerar diferenca entre o valor esperado dos
resultados da andlise e o valor de referéncia aceito nos resultados, incompativel com

a incerteza requerida para a calibracao.

Na segunda metade da década de 80, comecaram a surgir na literatura
grande numero de publicacdes referentes a determinacdo de elementos quimicos
realizada em matrizes de alimentos e bebidas. Muitos elementos essenciais para a
vida humana e aqueles de interesse toxicoldgico, que ocorrem nestes materiais em
niveis de trago necessitam de métodos analiticos de alta sensibilidade para
determinacdes confiaveis. A maior parte destas técnicas requer disponibilidade de
materiais de referéncia bem caracterizados, de natureza similar as amostras para

confirmar a exatiddo, tornando clara a necessidade do desenvolvimento de novos
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tipos de materiais, considerando o objetivo de avaliar a exatiddo do método analitico
e estabelecer a melhoria das andlises quimicas, realizando medidas de
compatibilidade interlaboratorial (programa de garantia de qualidade/controle de
qualidade), além de contribuir para o desenvolvimento de novos meétodos de
andlises [8]. As condicdes para que MRC sejam utilizados em estudos dessa
natureza sdo: representatividade da amostra, estabilidade com respeito aos analitos

e a matriz e a homogeneidade.

Além destas condicdes, particularmente desafiadoras para producdo e
certificacdo de MRL, precaucfes importantes deverdo ser tomadas também durante
a coleta, técnica de processamento e estocagem para prevenir, ou até mesmo
minimizar a contaminacao e variacoes de concentracdes. Como consequéncia disto,
a producdo do MRL pode ser considerado um bom substituto aos MRC, visto que
muitos deles ndo sao adequados no controle de qualidade das analises de rotina
devido a algumas razdes, tais como: (1) falta de valores certificados de muitos
elementos importantes a serem determinados; (2) elementos certificados em
concentracfes muito altas comparadas com amostras reais; (3) a maioria dos MRC

disponiveis comercialmente € cara para estudos em larga escala.

1.2 Farinha de milho como fonte de nutrientes

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais consumidas no mundo, sendo o
segundo mais cultivado no Brasil. E composto por amido, minerais, carotenoides,

aglcares, entre outros. E um alimento muito nutritivo para humanos e animais [9].

Os subprodutos do milho sdo os mais variados tais como fubd, canjica, 6leo,
amido e farinha de milho [9]. Na forma de farinha € muito utilizada na culinaria
brasileira de varias maneiras, como na preparacdo de bolos, paes, biscoitos, e etc
[10]. A farinha de milho tem aplicagdo em varias formas por ter seu sabor bem aceito
pelos consumidores. E um produto de baixo custo e amplamente disponivel no
mercado [11]. Entre as principais prepara¢des com a farinha de milho encontra-se a

polenta, que era preparada pelas familias provenientes da Itdlia [12]. Esta € uma
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pratica preservada pelos hébitos culturais dos descendentes de italianos que ainda
sé&o mantidos nos dias atuais na Regido Sul.

Dentre os elementos essenciais 0s que constam nas tabelas de composicao de
alimentos conhecidas no Brasil, a tabela TACO [13], estdo os elementos como
calcio, magnésio, sédio, potassio, fosforo, manganés, ferro, cobre e zinco que séo
elementos necessarios para uma variedade de reacdes biolégicas e sua deficiéncia
pode ocasionar problemas a saude humana. Além disto, quando ingeridos em
grande quantidade os elementos considerados essenciais, podem tornar-se téxicos
[11].

Como o milho é um alimento bastante consumido pelos seres humanos, é
relevante o desenvolvimento de métodos analiticos que permitam a avaliacdo dos
elementos essenciais que constam na composicdo nutricional dos alimentos
similares e ainda dos elementos ndo essenciais, sendo uma ferramenta poderosa
para o estabelecimento de diversas acbes em saude, que se estendem da

prescricao dietética até estudos sobre padrdo de consumo alimentar [14].

A ingestdo de alimentos funcionais fibrosos, como o milho, tem aumentado
muito nos ultimos anos e a procura por dietas naturais mais saudaveis vem
ganhando grande importancia nacional, levando a Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) a definir padrées de conformidade para este tipo de alimento [15,
16]. As pesquisas sobre a composi¢cdo quimica estdo sendo realizadas em varios
paises com o intuito de monitorar os teores dos elementos essenciais e nao

essenciais em farinha de cereais.

1.3 Proposta de preparo e caracterizacdo de um material de referéncia de
farinha de laboratorio de milho

O programa de certificacdo além de demandar tempo exige recursos
financeiros, no entanto a maioria dos laboratdrios ndo dispde de tantos recursos
necessitando que seus métodos sejam validados a fim de garantir a sua exatidao, a

alternativa utilizada é o MRL.
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Sabendo da necessidade de monitorar a concentragdo de micro e
macroelementos em cereais e farinhas, torna-se claro a necessidade do
desenvolvimento de MRL que possibilitem verificar a qualidade e ainda obter

informacdes nutricionais deste tipo de alimento.

Os métodos de Analise por Ativacdo Neurdnica (NAA) [17], Espectrometria de
Emissdo Otica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES) [18] e
Espectrometria de Fluorescéncia de Raio-X (XRF) [19], sdo técnicas analiticas que
possibilitam a quantificacdo de metais e metaldides de forma simultanea sédo as mais
aplicadas na verificacdo dos teores de elementos quimicos em candidato a material
de referéncia de alimentos como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Sistema de deteccao utilizado na caracterizacdo em candidatos a MR de

alimentos.
. Técnicas a
Matriz Elementos . Referéncia
Analiticas
Folha de soja Ca, Zn, Mn, Fe,Cu eV ICP OES [1]
Arroz integral As, Br, Co, Cs, Fe, K, Na, Rb e Zn INAA [20]
Farinha de trigo Cu, Fe, Mn, P, Sre Zn ICP OES [81]
Peixe As, Cd,CoePb AAS [21]
g-HCH, fenitrotiona, clorpirifés e
Tomate o CG [2]
procimidona
Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, ICP AES e

Repolho _ [9]

Ni, Pb, Sb, Sr, Tl, W e Zn ICP-MS

. AAS e
Leite em P6 Pb, Cd e As _ [22]

UV/Vis
Folha de Tabaco As, Cd, Hg e Pb INAA [67]
Milho bifenilos policlorados CG-MS [12]
Arroz Cd, Zn, Mn e Cu ICP OES [13]
Mexilhao As, Ca, Cl, Co, K, Mg, Mn, Na e Zn INAA e AAS [33]
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O programa colaborativo interlaboratorial com a participacdo de laboratorios
nacionais e internacionais, utilizando-se de protocolos estabelecidos para a
avaliacao estatistica dos resultados bem como atribuicdo dos valores de propriedade
e incertezas associadas, € uma etapa de grande importancia no processo de

certificagdo pois permite verificar a reprodutibilidade dos resultados obtidos.
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2.1 Panorama sobre a producao de materiais de referéncia

Alguns institutos nacionais e internacionais possuem vasta experiéncia no
preparo e certificagdo de MRC, em matrizes como &agua, sedimentos, efluentes,
minério, alimentos e outros. O NIST produz um grande numero de MRC para
compostos organicos e elementos quimicos em diversos tipos de amostras [23].
Outro instituto internacional com ampla experiéncia é o Instituto para Materiais de
Referéncia e Medi¢cbes (IRMM), da Unido Europeia que preparou MCR para micro e

macroelementos em amostras de cereais e farinhas derivada dos mesmos.

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) e o Programa
Nacional de Alimentacdo e Analise de Nutrientes Continuado (NFNAP), geram
dados para o banco de dados USDA para MRC [24] com base em amostragem

estatistica e analise quimica da composicao de nutrientes de alimentos [25-27].

O Departamento Nacional de Metrologia da Franca, em 1970 criou um banco
de dados contendo todos os materiais de referéncia disponiveis até o momento e
foram codificados como Code of Reference Materials, conhecido atualmente como
COMAR [28]. Este banco de dados conta hoje com mais de 10.000 materiais de

referéncia catalogados com base em suas aplicac6es, composicdes e propriedades.

Becker [29] descreveu os desafios para a caracterizacdo dos primeiros MRC de
matriz biolégica folhas de pomar (NBS SRM 1571, Orchard leaves), que apesar do
preparo ter comecado em 1965 obteve o seu certificado apenas em 1971, na Divisédo
de Quimica da entdo Agéncia Nacional de Padrdes dos Estados Unidos da América,
NBS [29]. A partir desta época a producdo de MRC comeca a ser aprimorada, tanto
com maiores cuidados na etapa de preparacéo, quanto na qualidade e a importancia
no conhecimento das fontes de incerteza dos métodos analiticos de forma que a

caracterizacdo obtida fosse a mais precisa e exata possivel.

No Brasil, o Centro de Tecnologia Mineral (CETEM) dentre as suas atividades
e responsavel pela producédo de MRC de amostras minerais. A producao ocorre de
acordo com as caréncias do setor minero-metallrgico e a distribuicdo é imediata. O
CETEM também desenvolve MRC customizados a partir de material fornecido pelo

cliente para atender a uma necessidade de aplicacao especifica ou especial [30].
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O Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT) possui o Laboratério de
Referéncias Metroldgicas (LRM), que desenvolve MRC desde 1975. Ja foram
produzidos mais de 130 tipos de MRC que tém amplo aproveitamento pela industria,
universidades, centros de pesquisa e desenvolvimento, agéncias reguladoras
oficiais, entre muitas outras entidades do Brasil e de inUmeros paises estrangeiros,
com destaque para os Estados Unidos, Inglaterra, Alemanha, Coréia do Sul, entre
outros. O LRM vem trabalhando com novos materiais de referéncia. Atualmente

estdo em andamento 0s seguintes projetos:

. Composicao quimica de minérios de ferro;

. Composicdo quimica de calcarios e dolomitos;

. Composicao quimica de aguas naturais;

. Ponto de fulgor e Ponto de Névoa de Derivados de Petrdleo.

Um sumaério sobre a producdo de materiais de referéncia para determinacdo de
nutrientes e composicao de alimentos descrito por Phillips et al. [25], em que
realizou-se um levantamento dos principais provedores de materiais de referéncia
incluindo os principais componentes, vitaminas, macroelementos, microelementos,
acidos graxosos, aminoacidos, e fitoquimicos selecionados (por exemplo,
carotendides). Foi comprovado neste trabalho que intervalo de incerteza para os
principais componentes, minerais e oligoelementos eram inferiores a 10% do valor
designado. As incertezas relativas foram significativamente maiores para vitaminas,
sugerindo grandes desafios na medicao e certificando os componentes. Por fim, 0s
autores sugerem o cuidado que deve ser tomado na escolha de MRC para monitorar
a analise da composi¢cdo alimentar, concluindo que as avaliagbes dos niveis de
incerteza atribuidos aos valores tidos como verdadeiros sdo necessarios e que a
medicao dos sistemas analiticos de composicéo dos alimentos precisa de um exame

mais detalhado e aprimorado [31].

Os laboratérios do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) produzem MRC segundo a Norma NIE-Dimci-030 e em conformidade

com critérios aceitos internacionalmente estabelecidos na Associacao Brasileira de
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Normas Técnicas (ABNT) ISO Guia 34:2012. Dentre os MCR fornecidos tém-se
solugbes de calibracdo e multielementares, 0s quais permitem avaliar o teor de
contaminantes inorganicos e organicos em cachaca, agua, combustiveis,
medicamentos e outros. Além disto, recebem sugestdes de novos tipos de MCR
[32].

A escolha dos elementos a serem certificados depende de diversos fatores
conforme a aplicacdo e a importancia da determinacdo do elemento devido a sua
toxicidade ou valor nutricional. No entanto, a disponibilidade de métodos analiticos
validados, capazes de produzir resultados com incertezas associadas aceitaveis em
um numero razoavel de laboratérios, bem como questdes econbémicas sdo fatores
gue limitam o nimero de elementos que sdo determinados e certificados em uma

campanha de certificacao [33].

2.1.1 Guia para preparo do material de referéncia de farinha de milho

No desenvolvimento de MRL s&o necessarios planejamentos que envolvam
todas as etapas de caracterizacdo e que sejam realizados seguindo as orientacoes
das ISO GUIA de 30 a 35, além da ISO 13528. Até 2005 ja foram traduzidas para o
portugués as normas de 30 a 34 pela — ABNT [3, 4, 6, 34, 35, 36, 88].

ISO Guia 30, (1992) — apresenta o0s principais termos e o0s significados

associados em relacédo aos materiais de referéncia.

ISO Guia 31, (2000) — apresenta as informagfes que devem constar em um

certificado de material de referéncia.

ISO Guia 32, (1997) — descreve as recomendacfes gerais para problemas

relacionados a calibragdo associada a analise quimica e a selecdo e uso de

materiais de referéncia internos e dos MRC.

ISO Guia 33, (2000) — apresenta recomendacdes para o uso de materiais de

referéncias na verificagcdo da exatiddo de métodos.
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ISO Guia 34, (2000) — € um guia para o produtor de MRC, com requisitos
necessarios para producdo dentro de um sistema de qualidade quanto as
instalacdes, planejamentos, preparacdo, armazenagem, aclOes poés-distribuicao,

entre outras.

ISO Guia 35, (2006) - fornece o0s principios estatisticos gerais para a
certificagdo de materiais de referéncia enfocando também a analise estatistica dos
resultados obtidos. Este guia substitui a versdo de 1989 que durante muitos anos foi
utilizada para o tratamento dos dados.

ISO Guia 13528, (2015) - detalha os testes estatisticos para avaliar 0s
ensaios interlaboratoriais permitindo demonstrar se os resultados de medicéo
obtidos pelos laboratérios exibem ou n&o evidéncia de um nivel aceitavel de

polarizagéo.

2.1.2 Caracterizagao do material de referéncia de farinha de milho

A caracterizacdo do candidato a material de referéncia consiste em varias
etapas: o processo de esterilizacdo (a fim de evitar a proliferacdo de micro-
organismos e invalidar o material) e a caracterizacdo granulométrica (empregada
com intuito de garantir a homogeneidade do tamanho das particulas estudadas). A
quantificacdo dos elementos de interesse € uma das etapas mais importantes, nela
verifica-se a homogeneidade do material definindo a massa minima que podera ser
utilizada, a estabilidade a curto e a longo prazo com o objetivo de garantir condicdes
de transporte e armazenamento. Por fim, mas ndo menos importante, o estudo
interlaboratorial que consiste em realizar uma série de analises quimicas em fracdes
do material por laboratérios, com a intengcdo de obter um valor proximo ao

considerado como verdadeiro e uma incerteza que sera associada a etapa Figura 1

[3].
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Figura 1. Guia das etapas de caracterizacdo do material de referéncia.
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2.1.3 Processo de esterilizagdo com radiacdo gama

Com o intuito de evitar a proliferacdo de micro-organismos, bactérias, fungos,
contaminacdes e preservar a amostra de alimento tornando possivel estoca-la por
longos periodos, varios métodos tém sido empregados: o congelamento, a secagem,
0 enlatamento, a preparacdo em conservas, 0 armazenamento em atmosfera
controlada, a adicdo de aditivos e atualmente a irradiacdo, sendo considerado o
mais eficiente o que aplica a radiacdo ionizante [37]

Definida pela ANVISA como um processo fisico de tratamento, o processo de
esterilizagdo consiste em submeter o alimento j& embalado ou a granel, a doses
controladas de radiagdo ionizante com finalidades sanitaria, fitossanitaria e/ou
tecnoldgica. A radiacdo ionizante tem sido aplicada com eficiéncia na conservacéo

de alimentos [38].
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As fontes de radiacdo ionizante aplicadas em amostras de alimentos sé&o
is6topos radioativos que emitem radiacdo gama, como por exemplo o ®Co, **'Cs e
os raios X gerados por maquinas que trabalham com energia na faixa de 5-10 MeV,
no entanto, esta radiacdo produzida pelos feixes de elétrons e raios X apresentam
baixo poder de penetracdo o que dificulta 0 seu emprego na area de alimentos [39].
A radiacdo gama tem sido empregada na inibicdo de brotamento de batatas,
retardando o amadurecimento de frutas e vegetais, na pasteurizacao e esterilizacéo

de vérios produtos alimenticios devido a sua alta capacidade de penetracdo [40].

Dependendo da dose de radiagéo ionizante recebida, o processo passa a ter
uma denominacgdo especifica. Para radiacdo menor que 1 kGy, € conhecido como
radurizacdo, indicado para retardar a maturacédo de frutas e verduras, quantidade
que varia de 1 kGy a 10 kGy é a radicidacao, utilizada para controlar fungos na
superficie dos alimentos e a radapertizacédo, que produz efeitos semelhantes aos da
esterilizagéo, por eliminar os micro-organismos que decompdem os alimentos [41],

as doses requeridas nesse processo geralmente estdo entre 25 a 45 kGy.

Para amostras de alimentos, esta tecnologia destaca-se em todo o mundo. A
irradiacdo de 40 tipos de alimentos ja foi aprovada por autoridades de vigilancia
sanitaria de 37 paises, incluindo o Brasil [42, 43].

A técnica tem ampla aplicacgdo como etapa preliminar no preparo de
candidatos a MRL, por evitar a proliferacdo de fungos e micro-organismos, garantido

a preservacao das espécies inorganicas.

2.1.4 Caracterizagcdo granulométrica

Distribuicbes de particulas homogéneas séao preferidas para materiais de
referéncia (MR), uma vez que tamanhos de particula diferentes em um frasco de MR
podem levar a segregacdo do material, interferindo na homogeneidade [44]. O
problema é critico para MR de matriz metalica ou geoldgica, nos quais a existéncia
de particulas e agregados com fases diferentes é possivel. O problema € menos

critico no caso de MR’s de origem biologica, mas ainda assim, deve-se realizar a
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caracterizacdo da granulometria para garantir que os MR'’s sejam preparados com

homogeneidade adequada [50]

Para MR de farinha, que séo constituidos de diferentes formas com
propriedades fisicas caracteristicas (por ex: tamanho do grdo, geometria da
particula, densidade), além da concentracdo de elementos tracos que variam
significativamente nestas diferentes formas e s&o intrinsecamente ndo homogéneas
em uma escala microscopica, a homogeneidade aparente é avaliada por cominui¢ao
que esta relacionada a reducdo de um solido com particulas grandes a um po,

constituido por pequenas particulas [45].

7

Em geral, a etapa de moagem é empregada para obter uma amostra tao
homogénea quanto possivel. Além disso, a diminuicdo do tamanho de particulas
acarreta um aumento da area superficial da amostra, o que facilita a dissolu¢cdo em
solvente ou o ataque &cido para a decomposi¢do. Entretanto, esta etapa pode
causar problemas criticos na analise, tais como risco de contaminacéo e perdas de
elementos ou compostos volateis, pois o0s sistemas de moagem podem promover um
aguecimento da amostra. Outro possivel problema é auséncia de padronizacéo
deste procedimento para determinados tipos de amostras, o que acarreta problemas
de reprodutibilidade para o procedimento de preparo ou moagem [46].

A distribuicdo e a forma do elemento a ser determinado também devem ser
consideradas, pois dependendo da técnica de moagem empregada pode ocorrer
segregacao do material, o que resultaria em uma distribuicdo desigual do elemento

de interesse em fungéo do tamanho da particula [45].

A escolha do procedimento de moagem depende de diversos parametros, tais
como: quantidade e niamero de amostras, tipo de material a ser homogeneizado,
tamanhos de particulas originais da amostra, tamanho de particulas que se deseja
obter, caracteristicas fisicas e quimicas da amostra e do equipamento de moagem,
dureza do material, entre outros [47]. Estas técnicas incluem moagem mecanica
convencional, moagem criogénica e moagem por jato de ar. Muitas das preparacdes
sdo acompanhadas por uma classificacdo de tamanho e exclusdo através de
peneiramento ou separacdo por ciclone. Dependendo destas abordagens, os
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tamanhos de particulas em MRC de matriz natural (planta) vao desde varios um a
centenas de um com alguns MRC tendo até mesmo grandes particulas [48], isto
significa que a avaliacdo do tamanho de particula € importante considerando-se a

velocidade do processo de digestdo e homogeneidade.

Experiéncias tém mostrado que os procedimentos de homogeneizacao
aplicados a uma ampla faixa de MRC (sedimentos, farinha e tecidos bioldgicos), ndo

afetam com expressividade a concentracdo dos metais [49]

2.2 Caracterizacao dos elementos de interesse

A caracterizacdo dos elementos de interesse € feita segundo as
recomendagbes da ISO GUIA 30-35, envolvendo as etapas de estudo de
homogeneidade, verificando a massa minima, estudo inter e intra frascos, o estudo

de estabilidade a curto e a longo prazo, bem como o estudo interlaboratorial.

2.2.1 O estudo da homogeneidade

O estudo da homogeneidade é um dos mais importantes para a producdo de
um candidato a material de referéncia, pois se nao for bem executada podera afetar
seriamente a repetitividade além de comprometer a exatiddo dos valores
certificados. De acordo com a ISO GUIA 30 um material pode ser considerado
homogéneo com respeito a uma determinada propriedade, quando o valor da
propriedade, determinado por ensaios em amostra de tamanho adequado, encontra-
se dentro dos limites de incerteza especificados. As aliquotas das amostras podem
ser retiradas de embalagens diferentes ou de uma Unica embalagem. De modo geral
a homogeneidade esta relacionada a fatores como tipo do material, tamanho de
amostra, tipos de analitos, requerimentos do usuario com respeito a exatidao e

precisao da determinacao [50].

Quando o material € acondicionado em recipientes adequados ap6s estudos de

homogeneizacao e estabilizacdo, € essencial testar a representatividade do niumero
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de recipientes para garantir que o material seja homogéneo, isto €, que os valores
de propriedade medidos de uma por¢do sejam comparaveis a qualquer outra da
série dentro de limites de incerteza aceitaveis. Portanto, a verificacdo da
homogeneidade da distribuicdo dos analitos intra e inter-recipientes deve ser
realizada. Neste caso, a homogeneidade é alcancada quando subamostras do
tamanho (massa), necessario para os métodos analiticos usando INAA (analise de
ativacdo de néutrons), GF AAS (espectrometria de absorcdo atémica com forno de
grafite) ou ICP OES (espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado) nédo apresentam diferenca significativa dentro de limites de deteccdo do

método [51], [21].

N&o existe nenhuma regra para estudos de homogeneidade assim como o
namero de amostras a ser determinado [52]. No caso de MRC, a pratica de uso
comum do SM&T Programa (BCR) é que a homogeneidade do material seja
verificada pela realizagdo de determinagcées de 10 replicatas do elemento de
interesse em um Unico recipiente (homogeneidade intra-recipiente) e por uma
determinacdo em cada série de recipientes em intervalos regulares durante o
procedimento de armazenamento (2-5% do ndmero total de frascos que podem ser
usados para homogeneidade inter-recipientes).

A I1SO GUIA 35:2006 descreve um teste para homogeneidade, onde as
unidades devem ser selecionadas aleatoriamente do estoque total, para atribuir a
cada unidade a mesma possibilidade de selecdo. Um planejamento experimental
deve ser usado em que k unidades do material sdo selecionadas e n determinacdes
de replicatas sejam realizadas para cada unidade. Recomenda-se que
determinacdes sejam feitas ao acaso para evitar possiveis variacdes sistematicas de
tempo. As similaridades de k e n devem ser suficientemente grandes para detectar a

possivel existéncia de ndo homogeneidade em nivel pré-determinado [4]

A falta de homogeneidade pode se manifestar de duas maneiras, quando
variadas subamostras de uma unidade do material pode diferir sobre a propriedade
de interesse ou ainda podem existir distingdo entre as unidades do material.

Diferencas entre subamostras tém condi¢do de ser reduzidas ou controladas a um
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nivel baixo aceitavel, tomando-se um tamanho da subamostra suficientemente
grande. Frequentemente um estudo para o tamanho da subamostra é conduzido
antes do inicio da certificacdo do material. Diferencas que possam existir entre
unidades individuais do candidato a MR podem ser refletidas na incerteza para o

relatorio do certificado [1].

Em termos estatisticos, o preparo do MRL deve satisfazer aos seguintes

objetivos:

7

1) detectar se a variacdo intrafrascos é estatisticamente expressiva em

comparagao com a variagédo conhecida do método;

7

2) detectar se a variacdo interfrascos é estatisticamente significativa em

comparacao com a variacao intra frascos.

Além do estudo de homogeneidade das substancias de interesse, o teste é
também realizado em niveis diferentes de quantidades (ex: 50,100 e 200 mg) por
algumas organizagdes a exemplo da INCT, IAEA, BCR [53-55]. A guantidade de
amostra minima recomendada para o usuario corresponde a menor quantidade na
qual a homogeneidade sera verificada. A ndo homogeneidade de um material é
avaliada comparando-se coeficientes de variagdo (CV) ou desvios padrao relativos
(RSD) das medidas obtidas de amostras de diferentes unidades com aquelas
obtidas de porgbes de uma unidade.

Os coeficientes de variacdo (CV) ou RSD das medidas obtidas de diferentes
amostras sdo também comparados com o CV ou RSD devido ao método analitico. O

CV ou RSD do método analitico é usualmente obtido por medicdes do mesmo

extrato ou digerido de uma amostra varias vezes.

O teste inicial de homogeneidade deve ser realizado por um Unico laboratério
(geralmente pelo produtor do material) [4], onde o método aplicado deve ter boa
repetitividade. Um alto grau de exatiddo néo é necessario ha medida em que o Unico
parametro de interesse € a diferenca (se existir) entre amostras. Além disto, € muito
importante obter dados de varios elementos ou compostos. No caso de metais em

amostras de farinha, estes sdo quase sempre obtidos por procedimentos de
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decomposicdo ou ndo da amostra, associados com a deteccdo final adequada.
Estas investigacfes séo realizadas para varios elementos que estdo presentes na

guantidade suficiente no material tal que a incerteza do método seja minima.

Para MRC, todas as substancias certificadas séo geralmente testadas para
homogeneidade. Uma boa homogeneidade pode ser obtida pela caracterizacdo do
tamanho da particula e sua distribuicdo. Este conhecimento € particularmente
importante quando materiais sdo preparados para determinacdo de metais em
qguantidade traco, os quais muitas vezes precisam de grandes quantidades de
amostra (varios gramas). Em tais casos, a sensibilidade do método analitico ndo é
suficiente para estimar o grau de homogeneidade em pequenas gquantidades de
amostra. Isto também significa que uma possivel ndo homogeneidade é apenas um
problema secundario e sua influéncia nas medidas pode ser desprezivel. Portanto, o
tamanho de amostra minima a qual a homogeneidade é suficiente deve ser
verificada e informada pelo produtor [4, 59]. Abaixo desta quantidade, a incerteza
causada pela ndo homogeneidade reflete significativamente a incerteza dos valores

de referéncia (ou certificados).

Um problema adicional € causado pela segregacdo de particulas durante o
transporte e estocagem em longo prazo. Isto pode ser minimizado pela reducdo da
distribuicdo do tamanho da particula [49]. Cuidado especial deve ser tomado para a
re-homogeneizacdo do material antes da tomada da quantidade para teste, sendo

gue o produtor deve fornecer esta informacédo para o usuario.

Llaurado et al. [56], sugeriu a preparacdo de um material de referéncia de solo
para determinacdo de radionuclideos. Nesse trabalho foi realizada uma mistura de
trés solos, sendo dois da regidao do acidente de Chernobyl e um obtido em regido
nao afetada. Foram realizados testes de homogeneidade intra e inter frascos, os
resultados obtidos mostraram que ndo houve diferenca significativa entre os
resultados. O teste de estabilidade realizado também mostrou que ndo houve

diferenca significativa para as diferentes temperaturas e tempos de estocagem [56].

Cardoso et al. [2], verificaram a homogeneidade de um candidato a MRC para
controle de agrotoxicos em hortifrutigranjeiros. Os agrotoxicos y-HCH, fenitrotiona,
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clorpirifos e procimidona foram adicionados & polpa de tomate. Fez-se uma
avaliacdo de modo a prover dados sobre o tratamento mais adequado para
minimizar a variabilidade analitica e garantir a qualidade do fruto. Depois da
preparacdo, as amostras foram expostas a radiacdo gama na dose de 2 kGy e
submetidas a um estudo interlaboratorial para certificagcdo. As concentracdes
certificadas dos agrotoxicos apés caracterizacéo foram 0,191 + 0,047 mg kg™*; 0,192
+ 0,068 mg kg™; 0,225 + 0,076 mg kg e 0,177 + 0,051 mg kg™ para o y-HCH, a

fenitrotiona, clorpirifés e procimidona, respectivamente [2].

2.2.1.1 Incerteza associada a homogeneidade

Na busca de um resultado tdo proximo ao verdadeiro, um valor de incerteza
associado € necessario e pode ser considerado um dos desafios no
desenvolvimento do MR. Assim para cada etapa uma incerteza deve ser obtida [57].
Seguindo as recomendacdes da ISO Guia 35:2006 [4], O Guia de Quantificando e
Incertezas em Medicdo analitica [91] ou ainda a GUM - Guia para a expressao de

incerteza de medicéo [58].

2.2.2 O Estudo de Estabilidade

Apo6s comprovada a homogeneidade do candidato a material de referéncia, o
préximo passo para o processo de caracterizacdo € o estudo da estabilidade.
Mesmo que o material tenha sido previamente irradiado leva-se em conta as
variacbes que as amostras podem sofrer antes de serem analisadas, 0 que garante
a integridade do material no periodo estudado. Neste estudo de estabilidade
simulam-se condi¢bes que, provavelmente podem acelerar a degradacdo e
promover a modificagdo da matriz ou ainda conversdes do analito em outras
espécies. Assim, alguns frascos do candidato a MR s&o acondicionados em
temperaturas diferentes e analisados em fungcédo do tempo, com o intuito de avaliar

variagdes nos analitos de interesse [51].

-

E comum que estudos de estabilidade sejam realizados em curto e longo

prazo, onde no curto prazo as amostras séo submetidas a temperaturas extremas
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por dois meses com possibilidade de se estender até 12 meses visando obter
informacdes adicionais ao longo do periodo de estocagem [4], simulando condi¢cbes
de transporte do provedor ao consumidor. E outro em longo prazo, na qual as

amostras sdo mantidas na temperatura em que se pretende armazena-la.

A BCR realiza estudos de estabilidade em MRC de plantas em temperatura
ambiente e na faixa de 20-40 °C [55, 59]. Para detectar problemas de
reprodutibilidade de métodos analiticos em longo prazo, medicbes sado também
realizadas em amostras estocadas a -20 °C, em geral nesta temperatura alteracdes
biolégicas ou quimicas sdo negligenciadas. Os resultados obtidos em 20 °C podem
levar a uma avaliagdo da estabilidade da temperatura ambiente do laboratério
considerando que os resultados obtidos a 40 °C sdo usados para avaliar as piores
condi¢cBes dos casos (ex: durante o transporte) e permite a avaliacdo da estabilidade
do material durante longos periodos de tempo; na verdade admite-se que quando
uma amostra é estavel a 40 °C durante um ano, pode ser estavel também em 20 °C
por um longo periodo. Esta suposicdo ndo € considerada nos casos de deterioracao
por certas bactérias ou mofo em temperaturas favoraveis para o seu metabolismo,
cerca de 20-35 °C. Entretanto, na maioria dos casos a agua é removida em nivel
inferior a 5% ou as amostras sdo esterilizadas (radiacdo Y, aguecimento) para
reduzir o numero de germes. Isto d4 uma garantia que deterioracdo por

microrganismos nao ocorrerao [59].

Recomendado pela ISO GUIA 35, de 2006, o método de regressao linear tem
sido o mais aplicado para avaliar a estabilidade de um candidato a MR. Ele permite
que seja verificada a relacdo entre duas variaveis, neste caso a concentracdo do
analito em funcdo do tempo. Se a inclinacdo da reta ou a nao linearidade desta nao
forem significativas, ou seja, se a concentracado dos elementos avaliados n&o variar
em funcdo do tempo, o material é considerado estavel. Sendo assim, o candidato a
MR é considerado estavel quando apresentar o valor-p maior que 0,05 (95%),

indicando que a inclinagéo da regresséo linear € estatisticamente ndo significativa

[4].
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Puwastien et al. [60], aplicaram segundo a recomendacao da ISO GUIA 35, o
método de regressao linear para avaliar a estabilidade da vitamina B1 no material,
uma vez que a vitamina pode ndo ser estavel durante o transporte e
armazenamento. A estabilidade foi monitorada durante todo o periodo de estudo,
mantendo-se a -20°C observou-se que a ordenada de origem da reta ndo é
estatisticamente diferente do valor inicial. Os resultados implicaram em que a
vitamina B1 no candidato a MR manteve-se estavel durante todo o periodo de

armazenagem de um ano [60].

2.2.2.1 Incerteza associada a estabilidade

Na estimativa da incerteza associada a estabilidade, s6 € considerado o valor
no longo prazo, que se relaciona com o tempo de prateleiras do material onde
espera-se que quanto maior o tempo, maior a contribuicdo da incerteza para a
estabilidade [61].

2.2.3 Caracterizacao: o programa interlaboratorial

Um programa interlaboratorial pode ser definido como organizacao, realizagao
e avaliacdo de ensaios em produtos ou materiais idénticos ou similares, por
laboratorios diferentes, sob condi¢cdes pré-determinadas podendo ter diversas

finalidades, dentre elas certificacdo de material de referéncia [62].

A certificacao consiste em uma atribuicdo de dados de concentracdo que seja
tdo proximo quanto possivel do “valor verdadeiro”, que quando associada ao limite
de incerteza torna-se um dos desafios no desenvolvimento de um MR. Nesta
perspectiva a caracterizagdo por estudos interlaboratoriais usando um ou varios
métodos diferentes, tem sido adotado pela International Atomic Energy Agency
(IAEA), Community Bureau Reference (BCR) e pelo NIST.

A definicdo para programa interlaboratorial envolve um conceito bastante

abrangente: "uma série de medi¢cbes de uma ou mais propriedades, realizadas
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independentemente, por um grupo de laboratorios, em amostras de um material”.
Neste tipo de programa, a preparacao do material, lideranca e tratamentos de dados

sao as tarefas de um laboratério central [9].

O protocolo para execugdo dos estudos foi conciliado pela I1SO, Unido
Internacional de Quimica Pura e (IUPAC) e Associacdo Oficial de Quimica Analitica
(AOAC) sendo reconhecido pelo Codex Alimentarius e Unido Européia [22]. Nele,
uma ou varias amostras homogéneas sao distribuidas a laboratorios, analisadas por
analistas experientes utilizando metodologias reconhecidas como de referéncia,
preferencialmente os métodos primarios, junto com materiais de referéncia
apropriados, em condigbes de repetitividade para garantir a rastreabilidade dos
resultados que serdo analisados estatisticamente para determinar “valores de
referéncia" ou "informados" ou outros 24 que se atribuem aos diferentes elementos.
Avaliam-se os dados para detectar valores discrepantes, determinar a distribuicéo
dos dados aceitos, os valores médios e intervalo de confianca para cada

elemento[63].

2.2.3.1 Testes realizados para verificar valores dispersos

Os dados gerados em um processo de caracterizacdo podem ser
estabelecidos utilizando a comparacgéo direta com MRC apropriados, em condi¢cdes
de repetitividade. Assim, o método é calibrado com o MRC fornecendo uma
rastreabilidade direta e uma incerteza para o valor designado do material de
referéncia. Os MRC devem ter matrizes apropriadas e uma faixa de concentracéo do
analito que abrange ou esta proxima daquela do candidato a material de referéncia
[72].

A avaliacdo dos resultados de estudos interlaboratoriais para certificacdo de
um material € geralmente realizada numa discussdo técnica/quimica entre 0s
participantes, onde também podem ser esclarecidas as técnicas analiticas aplicadas
e as dificuldades observado, incluindo série de dados mostrando grande

discrepancia, valores de desvios padrédo, grande ou muito pequeno; deteccdo de
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erros sistematicos, a exemplo de erros de calibragcdo, interferéncias espectrais,

valores de solucgdes brancos, entre outros.

No estudo interlaboratorial € necessario verificar os valores obtidos, com o
intuito de constatar se todos pertencem ao mesmo conjunto de resultados. A
estatistica sugere alguns testes que confirmam se uma observancia pode ser
rejeitada. No entanto, ndo é possivel afirmar se o resultado rejeitado é proveniente

de um erro sistematico ou aleatorio [64].

Os testes selecionados para avaliacao interlaboratorial recomendados pela
ISO 13528: 2015 séo, o de Chauvenet, o de Dixon, Cochran [59, 65, 66] e Grubbs
[61, 67].

O Teste de Cohcran’s é usado para analisar os desvios padrdo nas medidas
das replicatas dos laboratérios e para descartar os valores mais afastados atipicos,
enquanto que o teste de Grubbs identifica resultados atipicos do intra e
interlaboratorial e descartam estes do conjunto de dados [68].

Apesar dos testes estatisticos possibilitarem detectar valores dispersos, tem
como inconveniente o fato que aumentando o nimero de medidas, também aumenta
a probabilidade de ocorréncias de grandes desvios padrdo no conjunto de medidas.
Entretanto, apenas as observacdes periféricas e a média de dados ndo séo
estimativas confidveis da localizacdo de dados e, portanto, diz-se ser um estimador

nao robusto.

Desta forma, mesmo aplicando os testes para identificacdo dos valores
dispersos, dependendo do numero de graus de liberdade (neste caso, nimero de
laboratoérios participantes - 1), a estimativa da média poderd ser afetada pelos
valores extremos. A analise de dados utilizando estatistica robusta tem sido
recomendado pela ISO GUIA 35:2006 e a ISO 13528:2015, de modo a minimizar a

influéncia de resultados extremos nas estimativas da média e desvio padrao [69].
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2.2.3.2 Z-Score robusto

A robustez € definida como a medida de permanecer inalterado quando
estiver sob a influéncia de pequenas varia¢cdes no conjunto de dados. Assim o teste
de robustez é aplicado quando é desejavel identificar se algum valor do conjunto de

dados tem influéncia significativa no resultado.

Com frequéncia, a mediana € adotada como a medida de tendéncia central e

o intervalo quartilico como medida de disperséo.

Assim, o indice de desempenho é obtido com z-score robusto que é calculado
como sendo z = (x; —md)/IQN, sendo que x; o resultado obtido pelo laboratério

I; md é o valor da mediana dos resultados do grupo para o parametro e IQN é a

amplitude interquartilica normalizada dos resultados do grupo para o parametro.

A IQN, medida de dispersao equivalente ao desvio padrdo da estatistica
classica, vale lembrar que a IQN é um indice de variabilidade bastante estavel, uma
vez que ndo é influenciada pelos valores extremos e leva em consideracdo a
totalidade dos valores da variavel em estudo, sendo calculada através da Equacéo
1.

IQN = 0,74(Q; — Q1) Equacéo 1

Em que @, (primeiro quartil) € o valor que esta situado de tal modo no
conjunto de dados que uma quarta parte (25%) dos dados é menor e as trés quartas
partes restantes (75%), maiores do que ele; Q5 (terceiro quartil) é o valor que esta

situado de tal modo no conjunto de dados, que as trés quartas partes (75%) dos
dados sdo menores e uma quarta parte (25%), maior que ele; e 0,74 é o fator para

uma distribuicdo normal/Gaussiana [65, 70]

Seguindo as recomendacgfes da 1ISO 13528:2015 [88] que objetiva avaliar o
desempenho dos laboratorios, o teste de z-scores robusto vem sendo aplicado para
avaliar conjuntos de resultados, Krasheninina et al. (2015) [71], aplicaram a técnica

no desenvolvimento de um material de referéncia de cloro ativo em agua, onde os
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valores de z-scores robusto obtidos por interpretados da seguinte forma: | z| < 2
resultado satisfatério; 2 <|z| <3 resultado questionavel que exige medidas
preventivas; e | z| 2 3 resultado insatisfatorio exigindo medidas corretivas para o

laboratorio participante. A sua representacédo grafica € ilustrada na Figura 2.

Figura 2. Representacao grafica do método de z-scores.
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(adaptado Lopes, 2010)

A andlise dos dados obtidos pelo programa interlaboratorial pode ser feita
através do estudo estatistico entre duas variaveis utilizando uma técnica gréfica que
baseia-se na elaboracdo de um diagrama de disperséo dos resultados associados a
uma regido de confianca conhecida como elipse, método proposto por Youden [73].
Assim é possivel visualizar de forma simples e rapida a interpretacdo dos resultados,

embora ndo forneca os parametros de repetitividade e reprodutibilidade.

7z

Na elipse de confianca é feito o diagrama, onde cada laboratério é
representado por um ponto cuja abscissa € a média das medi¢cdes obtidas pelo
laboratério para a amostra A e a ordenada € a média das medicbes do mesmo
laboratdrio para a amostra B. Obtendo para duas variaveis ndo mais um intervalo de

confianga, mas sim uma regidao de confianga com a forma de elipse [72].

A interpretacdo da elipse de confianca leva em consideragdo os seguintes

aspectos:
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a) Pontos dentro dos limites de 5% de significancia (95% de confianca) da
elipse de confianga representam laboratorios que obtiveram resultados satisfatorios,
0 que indica que os resultados apresentaram um bom nivel de exatiddo e

repetitividade;

b) Pontos entre os limites de 5% e 1% de significancia (95% e 99% de
confianca, respectivamente) representam laboratérios que obtiveram resultados
suspeitos. Estes laboratérios devem rastrear seus processos de medidas para
averiguar desvios de procedimento e observar seus resultados em participacdes

futuras nos ensaios de proficiéncia;

C) Pontos fora dos limites de 1% de significancia representam laboratérios
gue obtiveram resultados insatisfatorios. Verifica-se entdo o quanto o ponto
representativo do laboratdrio separa-se do resto dos dados. Se o laboratério ndo
esta seguindo o método de analise corretamente, seus resultados estardo sujeitos a
erros sistematicos e/ou aleatérios e o ponto obtido estard afastado da linha de 45°
da elipse. Pontos afastados da linha de 45° representam participantes cuja
repetitividade precisa ser melhorada. Pontos localizados no alto do 1° quadrante
direito ou na extremidade inferior do 3° quadrante esquerdo refletem uma tendéncia
a obter resultados mais altos ou resultados mais baixos em ambas amostras A e B,
respectivamente. Estes laboratérios devem tomar acdes corretivas para adequar

seus procedimentos de medida.

Para os pontos situados dentro da elipse, se a dispersao é uniforme em uma
elipse com eixo maior a 45° em relacdo ao eixo das abscissas (Figura 2), entdo o
desempenho dos laboratérios pode ser considerado satisfatorio, no entanto se a
disperséo é uniforme em uma elipse com eixo maior tendendo a posi¢céo vertical ou
a horizontal, ndo é possivel afirmar que os laboratérios apresentam desempenho
satisfatorio, porque existem anormalidades com uma das amostras, A ou B. Estes
problemas podem estar relacionados a falta de homogeneidade. Quando os pontos
estdo alinhados ao longo da linha de 45° a conclusdo que pode ser tirada € que
muitos dos laboratérios estdo seguindo rigorosamente seus préprios métodos

analiticos [73].
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Para os pontos situados fora da elipse, afastados do eixo maior da elipse
indicam erro aleatério significativo e ocorrem devido a variabilidade dentro do
laboratorio, podendo ter origem em operador ndo devidamente treinado, ou erros
ocasionais (erro de leitura, de célculo, em conversdo de valores, em transcricdo de
dados etc.), contudo se estiverem proximos ao eixo maior da elipse indicam erros
sisteméticos significativos e ocorrem devido a condi¢cdes adversas do laboratorio,
podendo ter origem em modificagbes nao permitidas na metodologia ou

equipamentos nao aferidos ou ndo calibrados. Figura 3 e 4.

Figura 3. Modelo representativo de uma elipse de confianca.

=% Diagonal (45°)

T Eixo Maior

=% Eixo Menor

Mediana (Am B)

Amostra A
Mediana (Am A)

(adaptado de Olivieri, 2004)

Figura 4. Indicacdo dos tipos de erros possiveis no grafico da elipse de

confianca.

Erro l:l

Sistematico

Erro Sistematico -
e Aleatdrio

* Erro Aleatério -

Md (Am B)

AmA

Md(Am A)

(adaptado de FORTES et al., 2004).
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2.3 Aincertezado candidato a material de referéncia

A incerteza associada ao candidato a material de referéncia € estimada por
meio da Equacgéo 2, recomendada pela ISO Guia 35: 2006[4],

U = k(u?yq + uiy, +u)/? Equag&o 2

A equacao 2 representa a estimativa das incertezas expandidas associadas
aos valores de concentracdo, U. Sendo levado em consideracao a incerteza padrao
devida a caracterizacdo dos elementos no programa colaborativo, u.,,,, calculada
no item anterior desse estudo, a incerteza padrdao devida a homogeneidade entre
frascos, u,,; € a incerteza padrao devida a estabilidade a longo prazo, u,. Estas
contribuicdes de incerteza sdo combinadas para que se possa calcular a incerteza
padrdo combinada, associadas aos valores de concentracdo, U. Tomando-se um

fator de abrangéncia k = 2 [22].

2.3.1 A andlise exploratoria de dados como forma alternativa a Analise de
Variancia

Por recomendacgédo do Guia ISO GUIDE 35, o processo de certificacdo de um
material de referéncia, o estudo de homogeneidade e estabilidade sdo realizados
por meio de métodos estatisticos univariados, como a analise de variancia (ANOVA)
[3]. No entanto, nos ultimos anos, a analise de dados multivariados vem sendo
aplicada aos dados quimicos com objetivo de avaliar diferentes tipos de resultados,
permitindo que informacdes obscuras mostradas pelo ajuste de dados sejam

observadas.

A ferramenta estatistica esta relacionada com um conjunto de métodos
estatisticos aplicados quando se possui muitas variaveis que sdo medidas de forma
simultanea, em cada elemento amostral. Estas variaveis sao correlacionadas entre
si, e a analise se torna mais complexa por métodos comuns quando se possui um

namero grande de variaveis [74].
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A andlise multivariada de dados pode ser dividida em trés grupos: um primeiro
que consiste em na simplificacdo de variabilidade de dados (analise de
componentes principais, analise fatorial, por correlagbes canbnicas, por
agrupamentos hierarquicos, descriminantes e de correspondéncia). Um segundo
grupo que engloba as técnicas de interferéncias estatisticas (teste de hipotese,
analise de variancia, de covariancia e regressao), e um terceiro que consiste em que
utiliza as técnicas de calibracdo, porém geral ambos tém por objetivo simplificar a

facilitar e interpretacéo dos fenbmenos estudados [75].

Com o avanco da tecnologia computacional e dos softwares estatisticos, a
estatistica multivariada passou a ser aplicada nao s6 na psicologia, ciéncias sociais
e bioldgicas, como também em diferentes areas como a geologia, quimica, fisica e
outras. Quando aplicado ao tratamento de dados quimicos passou a chamar-se
quimiometria, do inglés “chemometric”’, ramo da quimica que utiliza ferramentas
estatisticas e matematicas para o planejamento e a otimizacdo das condicbes
experimentais e para a extracdo de informacado quimica relevante de dados quimicos

multivariados [76].

Sem ocasionar uma perda relevante de informagdo, estas ferramentas
estatisticas reduzem a complexidade do problema ao mesmo tempo em que
evidencia as relagdes entre as variaveis constituintes da base de dados. Em uma
analise o numero de parametros (variaveis) em estudo é elevado e a representacao
gréfica de todo o conjunto de dados auxilia e facilita a interpretacdo dos resultados.
Portanto, alguns algoritmos foram gerados com o intuito de elaborar graficos que
representem a maior quantidade possivel das informacfes contidas em um conjunto
de dados analiticos. Destacam-se os métodos de reconhecimento e/ou classificacdo
de padrbes, utilizados para agrupar amostras em categorias segundo suas
similaridades. Duas técnicas de analise multivariada de dados sdo usadas, a analise
de agrupamento hierarquico (HCA) e a analise de componentes principais (PCA)
[76, 77].
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2.3.1.1 Anélise de Agrupamento Hierarquico (HCA)

A andlise de agrupamento, conglomerados, ou cluster, tem por finalidade dividir
0s elementos da amostra, em grupos de forma que 0s elementos pertencentes ao
mesmo grupo sejam similares entre si (homogéneos), e os elementos diferentes

sejam heterogéneos com relacdo as mesmas variaveis avaliadas [74].

As técnicas de agrupamento ou cluster sédo classificadas como hierarquicas e
ndo hierarquicas. As técnicas hierarquicas sdo utilizadas na maioria das vezes com
o intuito de identificar possiveis agrupamentos e o valor provavel do nimero de
grupos. Ja as nado hierarquicas torna-se necessario que o numero de grupos ja

esteja pré-especificado [74].

Através da propriedade de hierarquia é possivel construir um gréfico,
conhecido como dendograma, que é representado em forma de “arvore” no qual a
escala vertical indica a similaridade ou dissimilaridade. No eixo horizontal séo
indicados o0s elementos amostrais, enquanto que no Vvertical tem-se a altura
correspondente ao nivel com o qual os elementos foram considerados semelhantes
[74].

s

A similaridade entre as amostras é analisada medindo-se inicialmente as
distdncias entre os pares de amostras e inserindo num mesmo agrupamento
aguelas com menores distancias entre si. A maneira mais usual de calcular a
distancia entre duas amostras a e b no espaco n-dimensional € conhecida por

distancia euclidiana (X4p) € € dada pela Equacao 3:
Xop = Yh(dgj — dpj)? Equacso 3

Assim, quanto menor for a distancia, maior sera a similaridade dos elementos
comparados e as distancias calculadas podem auxiliar na busca por similaridade

entre as amostras.

O método de Ward’s € usado no agrupamento de dados que forma grupos de
maneira a atingir sempre 0 menor erro interno entre os vetores que compdem cada

grupo e o vetor médio do grupo, também conhecido como método de minima
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variancia. Isto equivale a buscar o minimo desvio padrdo entre os dados de cada
grupo. Este método tende a produzir grupos com aproximadamente o mesmo
namero de elementos e tem como base principal os principios da andlise de

variancia. Fundamenta-se nos seguintes principios [74]:
1) Cada elemento é considerado como um Unico agrupamento;

2) Em cada passo do algoritmo de agrupamento calcula-se a soma de
quadrados dentro de cada grupo, que representa a distancia euclidiana de

cada elemento amostral, isto é,
. — N/ j— ~
§S; = Bk (X — X)) Xy — X) Equacéo 4

em que, n; é o numero de elementos no grupo C; quando se esta no passo k
do processo de agrupamento, X; € o vetor de observagbes do j-ésimo elemento
amostral que pertence ao i-ésimo conglomerado, X; € o centréide do conglomerado
Ci e SS; representa a soma de quadrados correspondente ao conglomerado C;. No
passo k, a soma de quadrados total dentro dos grupos é definida como:

SSp = %7K SS; Equagdo 5

em que gk € o numero de grupos existentes quando se esta no passo k. A distancia
entre os grupos C, e C; é, entdo, definida como:

d(C, €)= [] (X — &) Xy — X)) Equagéo 6

ni+n;

Que é a soma de quadrado entre os clusters C, e C; Em cada passo do
algoritmo de agrupamento, os dois grupos que minimizam a distancia sao

combinados.

Quando se deseja avaliar a homogeneidade e de um candidato a material de
referéncia, o que se espera € que ocorra a formacdo de grupos homogéneos,
composto por aliquotas retiradas de diferentes frascos, entdo sera observada a

formacao de grupos homogéneos de amostras distintas. Ao avaliar a estabilidade, as
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mesmas perspectivas sao esperadas, formacao de grupos homogéneos e aliquotas
de diferentes temperaturas e datas, comprovando a estabilidade do material.

2.3.1.2 Anélise de Componentes Principais (PCA)

Descrita por Karl Pearson, em 1901, a técnica foi consolidada por Hotelling em
1933 e 1936 [78], cujo principio baseia-se na reducdo da dimensionalidade do
conjunto de dados originais, preservando a maior quantidade de informacao
(variancia) possivel. As n-varidveis geram, através de suas combinacdes lineares, n-
componentes principais, cuja caracteristica fundamental, além da ortogonalidade, é

gue sao obtidos em ordem decrescente de maxima variancia[79].

A PCA é considerada um método fatorial, pois a redu¢cdo do numero de
variaveis néo é feita por uma selecdo de algumas delas, mas pelo estabelecimento
de novas variaveis ortogonais entre si, denominadas componentes principais (PC’s),
obtidas pela combinacéo linear das variaveis iniciais, por meio dos fatores [80]. As
componentes principais (PC’s) sdo as varidveis ndo correlacionadas, adquiridas
multiplicando-se as variaveis correlacionadas originalmente com os autovetores
(pesos). Os autovalores das PC’s sdo as medidas das discrepancias associadas a
participacdo das varidveis originais nas PC’s e sdo determinados pelos pesos. Os
elementos de transformacéo das novas valores sdo chamados de escores [77]. As
PC’s sdo organizadas em ordem decrescente de importancia e os graficos obtidos
através da andlise representam as amostras em um sistema cartesiano onde 0s

eixos sao as PC’s.

O HCA e o PCA séao técnicas complementares e tem sido aplicada com
sucesso na elucidacdo e caracterizacdo de dados analiticos em diversos tipos de
amostras. O PCA pode ser aplicado na analise de dados com os seguintes objetivos:
reducdo de dimensionalidade dos dados, simplificagdo estrutural, agrupamento de
objetos, modelagem, deteccdo de outlier, selecdo de variaveis, previsdo, etc [77].
Além disto, o PCA por matriz de correlacdo ndo é influenciada por fatores de alta
variancia, porque o PCA exibe os dados na mesma ordem de grandeza da escala

medida [81]. Este recurso pode ser muito Util para o estudo de homogeneidade de
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candidato a material de referéncia devido a alta variabilidade dos dados obtidos por
determinacdo da macro e microelementos. Contudo, um pequeno numero de
trabalhos descritos na literatura utilizou PCA para avaliar a homogeneidade dos

materiais de referéncia candidatos.

Lima et al. [81], aplicaram a analise multivariada de dados como forma
alternativa para avaliagdo da homogeneidade de um candidato a material de
referéncia onde, para o ensaio de homogeneidade entre recipientes, trés repeticdes
foram tomadas a partir de cada um dos 10 frascos selecionados dos 100 frascos
obtidos. Os resultados foram avaliados aplicando teste F, que demonstrou nao haver
diferenca significativa para os resultados inter frascos. Indicando a homogeneidade
do material. Em seguida, a influéncia da massa da amostra sobre a homogeneidade
do material também foi avaliada por quantificacdo de elementos para 100, 300, 500,
700 e 1000 mg de massas de amostra. O Teste F também foi utilizado para a
avaliacdo destes resultados e mostraram que o material € homogéneo para massas
tomadas na gama de 100 a 1000 mg. Todos estes resultados foram ainda avaliados
empregando a PCA e HCA. Ambas as técnicas, também mostraram que o material é
perfeitamente homogéneo para utilizacdo como material de referéncia de laboratério
[81].

Nogueira et al. [82], propuseram em seu trabalho a utilizacdo da analise
multivariada para a avaliacdo de resultados experimentais do teste de
homogeneidade de dois novos CRM de ingredientes farmacéuticos ativos (API):
metronidazol e captopril. A PCA e HCA indicaram que alguns resultados do teste de
homogeneidade foram estatisticamente diferentes quando as concentracfes de
todas as impurezas da API foram consideradas de forma simultanea. Através do uso
dessas ferramentas estatisticas, foi possivel reduzir a incerteza padrao devido a
inter garrafa (in) homogeneidade (uy,) €, como consequéncia, a incerteza padrao
combinada dos materiais de referéncia certificados (ucgrm), cOm nivel de confianca de
95%. Indica ainda ser uma maneira rapida e facil de avaliar a homogeneidade do

candidato a material de referéncia de medicamentos.
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Na avaliacdo de homogeneidade e estabilidade de um candidato a material de
referéncia, a HCA e a PCA permitem confirmar ou ndo se o material € homogéneo e
estavel de forma visualmente, em alguns casos conseguem informacdo mais
detalhadas que nédo sdo obtidas pela ANOVA [81].
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2.4 Objetivos

2.4.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar um novo material de

referéncia de farinha de milho para avaliar a exatiddo de métodos analiticos.

2.4.2 Objetivos especificos

e Produzir um material de referéncia (MR) de Farinha de Milho

e Apresentar um estudo de homogeneidade para candidato a material de
referéncia de farinha de milho, considerando os resultados quantitativos de

nove elementos nas amostras.

e Aplicar os métodos estatisticos univariado e multivariado (ANOVA e PCA)

para avaliar a homogeneidade do candidato material de referéncia.

e Aplicar a analise de agrupamento hierarquico (HCA) para avaliar a
estabilidade do candidato a material de referéncia, como método alternativo

ao proposto pela ISO Guia 35.
e Caracterizar o MR através de um estudo interlaboratorial.

e Aplicar as técnicas de elipse de confianca e PCA para avaliar os resultados

do estudo interlaboratorial.
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2.5 Parte experimental

2.5.1 Instrumentagéo

Neste trabalho um Espectrometro de Emissdo Otica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP OES), Varian modelo Vista PRO (Mulgrave, Australia)
com configuracdo axial e um detector de dispositivo de carga acoplada foi utilizado
para a determinagdo multi elementar. As condicbes dos parametros instrumentais
utilizados foram: gerador de radio frequéncia (40 MHz), poténcia (1,3 kW), o fluxo de
plasma (15 L min™), o fluxo auxiliar (1,5 L min™), e fluxo nebulizador (0,7 L min™). Os
elementos e o comprimento de onda (nm) utilizados foram: Ca Il (422,673), Cu Il
(237,395), Fe Il (238,204), K (766,491), Mg Il (279,553), Mn Il (257,610), Mo
(204,598 ), P (213,618) e Zn 1l (202.548), foram usados como linha de emisséo
atomica (1) linha de emisséao idnica (Il).

Para a determinacdo dos micro e macro elementos, o sistema o6ptico do ICP
OES foi calibrado com solucdo de referéncia multielementar e o alinhamento da
tocha foi realizado com uma solucdo de Mn 5,0 mg L™. As linhas espectrais foram
selecionadas considerando as intensidades dos sinais de emisséo, sensibilidade e

auséncia de interferéncias.

Um bloco digestor, modelo TE-040/25, da Tecnal (S&o Paulo, Brasil) foi
utilizado para a digestdo acida das amostras de farinha de milho e do CRM de

farinha de arroz.

2.5.2 Reagentes e solucgbes

Agua ultrapura obtida a partir de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q da
Millipore (Millipore, MA, USA), com resistividade de 18 MQ cm, foi usada ao longo
dos experimentos. Os reagentes, acido nitrico (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
peréxido de hidrogénio (Merck) foram de grau analitico.
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As solucdes padréo de trabalho) de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, P, e Zn foram
preparados diariamente através da diluicdo da solucdo estoque contendo 1000 mg
L (Titrisol Merck).

2.5.3 Preparo do candidato a material de referéncia

Amostras de farinha de milho utilizadas foram do mesmo fabricante, com
diferentes lotes, adquiridas em supermercados do Estado da Bahia. Sete
quilogramas de farinha de milho foram usados para a producdo do candidato a

material de referéncia de laboratorio.

O material foi submetido a radiacdo gama de 15 kGy para evitar a proliferacao
de fungos e bactérias. Em seguida, o material foi colocado em um recipiente de
polietileno para homogeneiza¢do. Apos o nivel de homogeneidade satisfatério ser
alcancado, a farinha de milho foi entédo transferida para frascos de polietileno com
tampa. Cerca de 80 g do material foram transferidos para cada frasco, em um total
de 100 frascos. Os recipientes utilizados permitiram um armazenamento hermético e
estes foram identificados com o nome do material e o numero de cada frasco em

uma sequéncia de 1 a 100.

2.5.4 Procedimento para decomposicdo da farinha de milho e determinacéao
dos elementos

As amostras foram analisadas em triplicata para determinar os elementos de
interesse. Cerca de 2 g da amostra foram digeridos com uma mistura de 2 mL de
acido nitrico 65% (m/m) e 1 mL de peréxido de hidrogénio 30% (m/m) e, em seguida,
aguecida no bloco de digestor, até obter uma solugcdo limpida. Logo apéds, o
conteudo digerido foi quantitativamente transferido para balbes volumétricos e
avolumados para 10 mL com agua ultrapura. Brancos analiticos foi efetuada de
forma semelhante. A determinagéao de todos os elementos (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Mo, P e Zn) foi realizada pela técnica de Espectrometria de Emissdo Optica com

Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES).
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2.5.5 Avaliacao da exatidao

A exatiddo do método utilizado para a digestdo e quantificacdo de Ca, K, Mg,
P, Zn, Cu, Fe, Mn e Mo em amostras de farinha de milho por ICP OES foi
confirmada pela andlise do material de referéncia certificado de farinha de arroz
(NIST 1568a) fornecido pelo Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia
(Gaithersburg, MD, EUA). A andlise deste CRM foi realizada utilizando o mesmo
procedimento tal como aplicada para as amostras de farinha de milho. Aos
resultados foi aplicado o teste t pareado de Student a um nivel de confianca de 95%.

2.5.6 Estudo de homogeneidade

O estudo homogeneidade foi realizado em amostras representativas de todo o
lote. Vinte frascos do candidato a material de referéncia de farinha de milho foram
selecionados aleatoriamente para o estudo, dentre estes, foram retiradas trés
subamostras de cada unidade para analise. Os passos para este teste foram os

seguintes:

1) O estudo da influéncia da massa da amostra sobre a homogeneidade do
candidato a material de referéncia, para o qual foram avaliadas as quantidades de
100, 200, 300, 400 e 500 mg de amostra;

2) Estudo da homogeneidade entre frascos, em que foram avaliados os
resultados de medidas realizadas entre 9 unidades do candidato a MRL,;

3) A homogeneidade intra frasco, que foi avaliada através da analise da

subamostra de uma unidade selecionada.

Todos os experimentos foram realizados quantificando os elementos Ca, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Mo, P e Zn.
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2.6 Analise estatistica

2.6.1 Avaliacdo da homogeneidade de acordo com a ISO Guia 35:2006

O estudo de homogeneidade foi realizado utilizando nove frascos do
candidato a CRM. Estes foram selecionados de forma aleatéria e analisados como
descritos no procedimento acima. Em seguida, foi realizada a analise de variancia
(ANOVA) com os resultados das medidas para avaliar a homogeneidade. De acordo
com as recomendacfes da ISO Guia 35:2006, as incertezas devido a falta de

homogeneidade entre-frascos (uy,) pode ser calculadas pelas equacdes (7) ou (8):

no

U = MSinter 4 2
bb — .
n UM Sintra

onde MSiyer € a média do quadrado entre as unidades de lote de MRC (ANOVA),
MSinra € 0 média do quadrado dentro das unidades de lote de MRC (ANOVA), e ng é

_ \/MSinter — MSintra
Upp =

Equacéao 7

Equacéao 8

0 numero de repeticdes. Quando MSjer € maior do que MSi,ra, Ambas as equacdes
sdo aplicadas e o maior valor uy, € escolhido. Por outro lado, se MSinter € menor do
gue MSina, 0 que indica pobre repetitividade do método de medicdo, apenas a

Equacéo (2) pode ser usada.

2.6.2 Avaliacdo da homogeneidade de acordo com a PCA

A analise de componentes principais através da matriz de correlagdo néo é
influenciada pelas variaveis de maior variancia, sendo, portanto, de muita utilidade
para este trabalho. Assim a PCA também foi aplicada a matriz de dados (Tabela 5 B)

como um método estatistico alternativo a andalise de varidncia. Os dados foram
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autoescalados e os valores individuais das amostras processados utilizando o

programa Statistica 6.0.

2.7 Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade a curto e a longo prazo foi realizado, com o intuito
de avaliar as possiveis condicbes de estocagem e armazenamento do candidato a
MR. Adotado o método isécronos todas as andlises foram realizadas em condi¢des
de repetibilidade para minimizar a variabilidade das medidas [83]. Desta forma 18
frascos foram selecionados de maneira aleatdria e grupos de seis deles foram
mantidos acondicionados a —10 °C, +25 °C e +45 °C cada, durante 0, 3, 6,9, 12 e 15
meses, respectivamente. Em seguida, o material armazenado em cada temperatura
foi analisado em triplicata para quantificacdo dos elementos de interesse, utilizando

o0 mesmo procedimento do estudo de homogeneidade [84]

Seguindo as recomendacfes da ISO Guia 35:2006, a estabilidade foi

estimada pelo quociente (Rt), Equacao 9.

Ru(T) = w(T)/wi(Trer) Equacao 9

onde w(t) corresponde a fracdo média da massa medida de um dado elemento,
quando o material foi armazenado a temperatura T para um periodo de tempo t, e
wt(Tref) correspondente ao valor do material armazenado a temperatura de
referéncia escolhido Tref = + 25°C. As fracdes de massa foram medidas em
triplicada para se obter a média e desvio padréo relativo s, «(T), a partir do qual a

incerteza de medida da R¢(T) foi derivada de:

U = (S%el,(T) + Sl (Tre)) ™ Ry(T) Equacéo 10

Para uma estabilidade ideal, a razdo deve ser R; = 1. Na pratica, no entanto,
existem variacdes aleatérias devido a incerteza das medidas [18]. Se o intervalo R;
+/- u; inclui o valor 1, pode-se garantir que as amostras sdo estaveis nestas

condicOes de estocagem [61].
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2.7.1 Avaliacdo da homogeneidade de acordo com HCA

A analise de agrupamento hierarquico (HCA) € uma técnica multivariada
exploratdria que visa agrupar as amostras com base na similaridade dos resultados
dos participantes e as diferencas entre membros de diferentes grupos. Ha um
namero de métodos disponiveis para estabelecer grupos, tais como o método de

Ward’s, utilizando a andlise de variancia para avaliar as distancias entre grupos [20].

A semelhanca entre as amostras sao representados em diagramas de duas
dimensdes chamados de dendrogramas. O HCA possibilita, de forma alternativa
avaliar a estabilidade do candidato a MRL por possibilitar a formacao clara de
grupos homogéneos [85, 86]. A formacdo de grupos homogéneos de amostras
avaliadas em temperatura heterogénea é uma indicacdo da estabilidade. Para
avaliar a estabilidade de formacdo de agrupamento de amostras avaliadas a mesma

temperatura iria proporcionar uma sugestéo sobre a instabilidade.

Os dados foram autoescalados e o0s valores individuais das amostras

processados utilizando o programa Statistica 6.0.

2.8 Estudo Interlaboratorial

O estudo interlaboratorial foi realizado a partir da comparacdo entre
laboratorios. Cada um dos 13 laboratérios participantes receberam duas unidades
do frasco contendo o candidato a MR, escolhido de forma aleatéria, e foram
convidados a quantificar os analitos de interesse fazendo uso de procedimentos de

rotina.

O conjunto de resultados apresentados pelos participantes foi analisado
estatisticamente usando testes de Grubbs e Cochran [Erro! Indicador néo
definido.]. O teste de Grubbs foi utilizado para detectar valores dispersos na
populacdo dos resultados individuais e na populacdo de meios laboratoriais,
enquanto que o teste de Cochran foi usado para identificar valores dispersos nas
variancias de laboratério. Ao conjunto de dados aceitos foi aplicada a técnica de

elipse de confianca.
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2.8.1 Elipse de confianga

O gréfico da elipse de confianca é utilizado para verificar a compatibilidade
entre os laboratorios, e segue o método de Youden [73]. A construcao deste grafico
prevé a distribuicdo de um par de amostras, sendo construida para cada elemento e
cada laboratorio € representado por um ponto. A estatistica robusta foi utilizada para
calcular os valores de z-scores robusto [87], e médias robustas para as elipses,
conforme recomendado pela ISO GUIA 13528:2015 [88]. O software Labwin-PEP,

versao 4.3.01 [89] foi utilizado para tracar as elipses.

Assim, os pontos dentro dos limites de 95% de confianca da elipse
representam laboratérios que obtiveram resultados satisfatérios. Pontos entre os
limites de 95% e 99% de confianca, respectivamente, representam laboratorios que
obtiveram resultados questionaveis. Pontos fora dos limites de 99% de confianca

representam laboratérios que obtiveram resultados insatisfatérios [90].

A incerteza padrdo associada a caracterizacdo (Ucnar) foi calculada a partir
dos parametros obtidos da ANOVA [4], indicados na equacgéo 11.

UZchar = [(Msamong - MS,ithin) + MSithin)/pn = I\/ISamong/np Equagéo 11
Onde:

MSamong € MSunihin SA0 intra e entre grupos fornecidos pela ANOVA, n é o nimero de
medidas realizadas por cada participante e p € o numero de laboratorios

participantes do estudo.

2.9 Incertezacombinada

A incerteza expandida U dos valores medidos das frag6es de massa de cada
elemento no candidato RM da farinha de milho foi obtido combinando as incertezas
da homogeneidade (upy), estabilidade (u;) e caracterizacdo de materiais (Uchar), COMO

mostrado na equacgdo 12. O intervalo de +/- U em torno do valor atribuido de fracéo
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de massa elemento engloba valores de medicdo que pode representar a medida a
um determinado nivel de confianca [2, 3, 91]. A escolha do fator k € baseada no grau
de confianca desejado, onde para aproximadamente 95%, o valor de k é 2 [Erro!
Indicador nio definido.].

1/2

U=k (uzchar + uzbb + uzt) Equa(;éo 12

2.10 Discussao e resultados

2.10.1 Validacdo do método analitico usado para a quantificacdo dos
elementos

Alguns parametros analiticos foram avaliados para o processo de validacéo
do método utilizado para a quantificacdo dos elementos.

2.10.1.1 Sensibilidade

Os valores de limite de deteccdo (LD) e quantificacdo foram calculados de
acordo com a IUPAC [92]. O LD deve ser determinado dividindo o valor
correspondente a trés vezes o desvio padrdo do sinal analitico do branco, obtido a
partir de 10 medidas, pela inclinacdo da curva analitica.

3SBr
LD =

b Equacéao 13

Para calcular o limite de quantificacdo (LQ), divide-se o valor correspondente

a dez vezes o desvio padréao do branco pela inclinacdo da curva analitica.

10Sg,

b Equacéo 14
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Desta forma, o LD e LQ calculados (mg L™) para a o método utilizado foram:
0,19 e 0,65 para o Ca; 0,04 e 0,12 parao K; 0,11 e 0,38 para Mg; 0,78 e 2,62 para a
P; 0,04 e 0,14 para Zn; 0,001 e 0,004 para o Cu; 0,06 e 0,20 para Fe; 0,003 e 0,009
para Mn; e 0,03 e 0,10 para Mo, respectivamente. Estes limites também foram
expressos como miligramas do elemento por quilograma de amostra para uma
massa amostra de 400 mg, e eles foram: 5,8 € 19,4 parao Ca; 1.1 e 3.7 para K, 3,4
e 11,3 para o Mg; 23,5 e 78,4 para a P; 1,21 e 4,04 para Zn; 0,04 e 0,12 para o
Cu; 1,79 e 5,97 para Fe; 0,08 e 0,27 para Mn;e 094 e 3,12 para Mo,

respectivamente.

2.10.1.2 Precisdo

A precisao do método foi avaliada como o desvio-padrao relativo (RSD) para
0S nove elementos, considerando-se uma massa de amostra de 400 mg (n =
10). Desta forma, os valores de desvio padréo relativo foram de: 1,8%, 2,9%, 1,4%,
0,5%, 4,1%, 3,7%, 4,0%, 7,4% e 2,8% para Ca, K, Mg, P, Zn, Cu, Fe, Mn e Mo,

respectivamente.

2.10.1.3 Exatiddo

A exatiddo do método utilizado para a quantificacdo de Ca, K, Mg, P, Zn, Cu,
Fe, Mn e Mo em amostras de farinha de milho por ICP OES foi confirmada pela
andlise do material de referéncia certificado de farinha de arroz (NIST 1568a). Os
resultados da aplicagdo do teste t-pareado a um nivel de confianca de 95%
demonstraram que este método € estatisticamente satisfatoria para a determinacao

de todos os elementos envolvidos no processo de certificagao Tabela 2.
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Tabela 2. Resultados obtidos para o material de referéncia certificado de farinha de
arroz SRM 1568a (n = 3).

Elemento Valor certificado Valor encontrado
Ca (%) 0,0 118 + 0,0006 0,0121 + 0,0009
K (%) 0,1280 + 0,0008 0,1245 + 0,0216
Mg (%) 0,056 + 0,002 0,057 + 0,005

P (%) 0,153 + 0,008 0,149 + 0,042
Zn (%) 19,4 0,5 19,3+ 0,5

Cu (mg Kg™?) 2,4+0,3 2,4+0,1

Fe (mg Kg™) 7,4+0,9 76+1,1

Mn (mg Kg™) 20,0+ 1,6 19,9 + 4,0

Mo (mg Kg™) 1,46 + 0,08 1,35+ 0,01

2.10.2 Estudo de homogeneidade

2.10.2.1 Estudo da massa minima para o candidato a Material de
Referéncia

O estudo da massa minima teve por objetivo avaliar a equivaléncia entre a
massa e a concentracao das espécies Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn, no candidato
a MRL de Farinha de Milho. Com o intuito de verificar a massa minima em que
fosse possivel quantificar o maior numero de analitos, por ICP OES, a massa da
amostra foi estudada a uma faixa de 100 a 500 mg. Andlise de variancia (ANOVA)
foi aplicada para a matriz de dados reais a um nivel de significancia de 5%. Este
teste estatistico é recomendado pelo Guia ISO 35 e é utilizado na maioria dos
trabalhos que envolvem a preparacdo de um CRM [81]. A fim de fornecer um teste
alternativo a avaliacdo da homogeneidade a PCA foi aplicada aos valores individuais

das amostras. Os resultados sé&o apresentados na Tabela 16 (Apéndice).
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Tabela 3. Resultados da ANOVA para o estudo de homogeneidade entre frascos
para 100, 200, 300, 400 e 500 mg de amostra.

Elemento  MSgetween MSwithin F*cal p-value
Ca 3,57 32,1 0,11 0,98
K 559,9 1774 0,32 0,86
mg 18,9 41,0 0,46 0,76
P 57,2 654,9 0,09 0,98
Cu 0,0016 0,0131 0,12 0,97
Fe 0,148 1,31 0,11 0,98
Mn 0,0038 0,0057 0,66 0,63
Zn 0,0270 0,0715 0,38 0,82
*Feritico = 3,48

A partir dos resultados da ANOVA, foi possivel observar que para valores de
massa no intervalo de 100 a 500 mg os valores de F-calculado foram menores que
os valores de F-critico (Tabela 3), indicando néo existir diferenca significativa entre
os resultados, comprovando haver homogeneidade entre as amostras [33]. No
entanto para massas de 100 e 200 mg, ocorre um aumento do desvio padrao,

podendo comprometer os resultados para massas inferiores a 300 mg.

Ao avaliar a massa minima pela andlise de componentes principais, é
possivel verificar que as duas primeiras componentes totalizam 70,4% da variancia
dos dados, de modo que o gréafico de pesos, Figura 5 A) e o gréafico de escores
Figura 5 B) foram gerados para PC1 x PC2. No gréafico de pesos verifica-se que o
ferro, na primeira componente principal, é a variavel com maior poder de
discriminacéo dos dados, por apresentar maior peso, negativo, seguido do potassio
e do cobre. Com relacdo a PC2, o manganés e o calcio sdo as variaveis que
apresentam maiores pesos, negativos e positivos, respectivamente. Sendo esses 0s
responsaveis pela dispersdo observada para amostras com massas de 100 e 200

mg. Com relacdo as massas de 300, 400 e 500 mg, verifica-se a formacédo de um
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Factor 2 : 22,83%

grupo, confirmando homogeneidade do material para os analitos estudados. Desta
forma a massa de 400 mg foi fixada para os estudos posteriores com o intuito de

obter baixos desvios e assegurar a robustez do método.

Figura 5. Gréfico de pesos A) e Graficos de Scores B) das duas primeiras
componentes principais (PC1 x PC2) para estudo da massa minima do candidato a
material de referéncia de farinha de milho.

Factor 2: 22,83%

Factor 1: 47,57%

1,0 }
Ca
Mg
0,5
K
Zn
0,0 } Fe
P
Cu
-0,5
Mn
-1,0 }
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Factor 1 : 47,57%
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2.10.2.2 Estudo da Homogeneidade

Com intuito de avaliar a homogeneidade do candidato a MRL foi realizado o
estudo de homogeneidade intra e inter frascos, por permitir obter informacdes sobre
as variabilidades relativas a ndo homogeneidade do material embalado, seguindo as
recomendacdes da ISO Guia 35: 2006. Os resultados obtidos estdo contidos na
Tabela 17 e 18 (Apéndice).

A homogeneidade para os elementos Ca, K, Mg, P, Cu, Fe, Mn, Zn, e Mo foi
avaliada com base na comparacdo das variancias inter frascos. Os valores de F
calculados para todos os elementos ndo excederam o valor critico de 2,51 em nivel
de 5% (Tabela 4), comprovando que nao existe diferenca entre as variancias sob as
condicbes de 400 mg. Os coeficientes de variacdo (CV) para os testes de

homogeneidade variaram de 1,7% a 6,5%.

Tabela 4. Resultados da ANOVA para teste de homogeneidade intrer frascos

utilizando uma massa de amostra de 400 mg.

Elemento MSwithin MSgetween  F cal p-value
Ca 3,38 2,29 0,68 0,70
K 2382 2998 1,26 0,32
Mg 1425 98,5 0,69 0,69
P 728,2 458,4 0,63 0,74
Cu 0,0031 0,0051 1,64 0,18
Fe 0,155 0,212 1,37 0,27
Mn 0.00010 0,0012 1,25 0,33
Zn 0,0676 0,0836 1,24 0,33
Mo 0.00035 0,00026 0,73 0,66
*Feit=2,51
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De forma analoga ao estudo de massa minima, a analise de componentes
principais também foi aplicada aos dados de concentragdo para os estudos de
homogeneidade intra e intrer frascos. A partir dessa analise foi possivel obter os
gréaficos de escores e pesos (Figura 6 e 7). Para os dois graficos, é possivel verificar
uma total aleatoriedade em termos de escores para as amostras no Unico grupo
formado, indicando a homogeneidade do candidato a MR para o0s analitos

determinados.

Figura 6. Graficos pesos A) e Scores B) de PC1 xPC2 para o teste de homogeneidade

intra recipientes utilizando uma massa de amostra de 400 mg.
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Figura 7. Graficos pesos A) e Scores B) de PC1 xPC2 para o teste de

homogeneidade inter recipientes utilizando uma massa de amostra de 400

mg.
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2.10.2.3 Incertezas inerentes a homogeneidade

Para avaliar o nivel de incerteza relativa & homogeneidade foi aplicado o teste
de Cochran [93], com o intuito de testar outlier devido a variagcdo do método analitico
em cada frasco, visando estabelecer a existéncia da diferenca significativa entre

eles.

Observando a Tabela 4, onde pode-se observar que Fca. € menor Fcgrir
existindo uma forte evidéncia, ao nivel de confianca de 95 %, que, o candidato a MR
€ homogéneo. A incerteza devido a heterogeneidade (up,) foi calculada usando a
expressdo dada na ISO Guia 35: 2006. A Tabela 5 resume a incerteza devido a
heterogeneidade decorrentes desses testes para todos os elementos. Com base
nestes resultados, o material foi considerado homogéneo. A Tabela 5 ilustra os
valores de incerteza padrdo (upp) obtidos, referentes a homogeneidade do candidato
a MR estudado, calculados usando-se a Equacdo 7 e 8 [61] para 0s elementos

estudados.

Tabela 5. Incerteza padrdo devido a falta de homogeneidade decorrente de testes

intra e entre frascos para todos os elementos quantificados.

Elemento Fracdo de massa Incerteza padréo
(mg kg™) .
(mg kg™)
Ca 27,51 0,24
Cu 0,55 0,01
Fe 8,07 0,05
K 1234 5
Mg 189,1 1,5
Mn 0,830 0,003
P 520,3 3,5
Zn 5,53 0,02
Mo 0,078 0,002
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2.10.3 Estudo de estabilidade

A estabilidade foi estudada para condi¢cdes de estocagem e armazenamento.

As variacoes relativas (R;) obtidas e suas respectivas incertezas estdo expostas na

Tabela 6, e gréaficos de regressao na Figura 12 (Apéndice).

Tabela 6. Resultados do estudo de estabilidade apos estocagem entre 0 e 15

meses.
Elemento T(?nngg)o (F-eiofc:u)'t”‘ ?ﬁ5fcl;5 Elemento T(ﬁféﬁf Eié(%ta F({fl;cl;g‘
Ca 0 0,99+0,08 1,00+0,11 Cu 0 0,97 + 0,05 1,01 +0,04
3 1,02 +0,05 1,01 +0,08 3  0,92+0,08 1,01 +0,10

6 0,99+0,01 1,03+ 0,06 6  0,87+0,29 0,76 +0,25

9 1,00+ 0,02 0,98 + 0,04 9 1,03 + 0,07 0,99 +0,05

12 1,04+0,01 0,98 0,01 12 0,91+0,19 1,05 +0,18

15 1,05+ 0,01 0,99 + 0,04 15  1,01+0,03 1,07 +0,05

K 0 1,01+0,04 1,03 +0,05 Fe 0 0,96 + 0,06 1,03 + 0,08
3 0,98+0,02 0,98 0,04 3 1,00 + 0,06 1,02 + 0,12

6 0,98+0,05 0,95+ 0,08 6  094+0,16 0,95 + 0,14

9 1,03+ 0,05 0,98 + 0,001 9 1,04 + 0,04 0,97 + 0,05

12 1,04+0,02 1,08 +0,09 12 1,02+0,21 1,00+ 0,19

15 1,04+0,02 0,99 +0,01 15 0,93 +0,08 0,93 % 0,10

Mg 0 0,99 +0,05 1,05 +0,09 Mn 0 0,98 + 0,02 1,02 + 0,12
3 1,04 +0,01 1,03 +0,06 3 1,03 + 0,03 1,03 + 0,06

6 0,97 +0,08 0,97 0,03 6 0,97 £0,02 0,98 + 0,06

9 1,06 +0,06 0,96 + 0,01 9 0,97 0,09 0,96 + 0,03

12 1,03 +0,02 1,08 +0,06 12 1,05+0,02 1,00 £ 0,02

15 1,00 +0,01 0,95 + 0,07 15 0,99 + 0,03 1,00 £ 0,07

P 0 0,98 +0,07 1,03+0,08 Zn 0 1,02 +0,07 1,03 +0,06
3 0,96 +0,05 0,97 + 0,04 3 1,00 0,01 0,96 +0,05

6 0,98+0,01 0,98 0,08 6  0,90£0,02 0,99 +0,18

9 1,06 +0,05 0,98 + 0,02 9 1,02 +0,04 0,96 +0,03

12 1,04 +0,03 0,99 + 0,01 12 0,96 +0,13 0,92 +0,14

15 0,99 +0,01 0,98 + 0,02 15 1,02 +0,03 1,01 +0,04

®R, = Variacao relativa; u; = Incerteza.
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Os resultados indicam que o candidato a material de referéncia de laboratério
de farinha de milho é estavel nas temperaturas avaliadas por um periodo de 15

meses.

Alternativamente a estabilidade também foi avaliada submetendo os resultados
a HCA (Figura 8). Como mostra o dendograma obtido para os resultados de HCA
usando algoritmo de agrupamento Ward's. Os resultados estdo divididos em dois
grupos, a distancias de ligacdo entre 80 e 100. Cada grupo contém as amostras
correspondentes a todos os valores de temperatura, estes resultados multivariados
nao fornecem qualquer evidéncia forte para questionar a estabilidade das amostras
de farinha de milho. Foi possivel identificar a formacdo de grupos compostos por
temperaturas heterogéneas revelando que o candidato a MR é estavel as
temperaturas e periodo avaliados, mostrando que independentemente do periodo e

do tempo de armazenamento a fracdo de massa dos analitos nédo se altera.

Figura 8. Dendograma do estudo de estabilidade pelo método de Ward’'s do
candidato a MRL.
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2.10.4 Caracterizacédo do material

Apés a recepcédo dos resultados dos laboratérios participantes da comparacéo

interlaboratorial, um numero de identificacdo foi estabelecido para cada

laboratorio. Os elementos quimicos foram escolhidos para o material de referéncia,

com base no maior nimero de resultados obtidos. A Tabela 7 lista os métodos de

decomposicao e técnicas analiticas instrumentais usadas pelos colaboradores.

Tabela 7.Métodos de decomposi¢do e técnicas instrumentais analiticas utilizadas

pelos participantes da comparacéo interlaboratorial para candidato a material de

referéncia de farinha de milho.

Lab ID Preparo de amostra Técm.cas
analiticas
Lab 1 0, 4 g /HNO3:H,0,/Bloco digestor ICP OES
Lab 2 0, 2 g /[HNO3:H,02/micro-ondas FAAS
Lab 3 0, 4 g /[HNO3:H,0O,/Bloco digestor ICP OES
Lab 4 0,25g /HNO3:H,0,/micro-ondas ICP OES
Lab 5 0, 5 g /HNO3:H,0,/Bloco digestor ICP OES
Lab 6 0,29 INAA
Lab 7 0, 4 g /[HNO3:H,0,/Bloco digestor ICP OES
Lab 8 0, 2 g /[HNO3:H,02/micro-ondas ICP OES
Lab 9 0, 2 g /[HNO3:H,02/micro-ondas ICP OES
Lab 10 0,3 g /[HNO3:H,0O,/micro-ondas FAAS
Lab11 0, 4 g /HNO3:H,O,/Bloco digestor XRF
Lab 12 0,3 g /[HNO3:H,0O,/micro-ondas ICP OES
Lab 13 0, 4 g /HNO3:H,02/Bloco digestor ICP OES

Os testes de Grubbs e Cochran foram aplicados para um intervalo de 95% de

confianca permitindo excluir os valores atipicos. Na Tabela 8 estdo os laboratorios
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identificados, com as iniciais dos testes estatisticos que apresentaram os valores
significativos.
Tabela 8. Avaliacdo estatistica dos laboratérios que fizeram as determinacdes dos

analitos

Lab
Ca K Mg P Cu Fe Mn Zn

Elemento

Lab 1 - - - - - - - -
Lab 2 - - - - - - - -
Lab 3 - - - - - - - -
Lab 4 - - - - *G - - -
Lab 5 *G;*C - - *G;*C - - - *G
Lab 6 - - *G - - - *G *G
Lab 7 - - - - - - - -
Lab 8 - - - - - - - -
Lab 9 - - - - - - - -
Lab 10 - - - - *G *G;*C *G -
Lab 11 - *G;*C - - *G - *G -
Lab 12 - - - - - - - -
Lab 13 - - - - - - - -

*G-Grubbs; *C-Cochran; * Nivel de confianca de 99%.

A compatibilidade entre os laboratorios foi verificada aplicando a técnica da
elipse de confianga, que foram obtidas com os resultados de z-score fornecidos
pelos laboratérios participantes, Figura 9, sdo retas que passam pelas médias dos
laboratorios, em x e y dividem o diagrama em quadrantes, em que 0 seu ponto de
interseccdo é aceito como o valor mais provavel [94]. Pontos encontrados nos
guadrantes superiores direito e inferior esquerdo representam laboratérios que
podem estar ocorrendo erros sistematicos, ou seja, os laboratérios tendem a obter

valores altos ou baixos, em ambas as amostras do par.
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Os pontos afastados do eixo maior da elipse indicam erro aleatério
significativo e podem ocorrer devido a variabilidade dentro do laboratério, podendo
ser originada por um operador ndo devidamente treinado, ou erros ocasionais (erro
de leitura, de calculo, em conversdo de valores, em transcricdo de dados etc.).
Assim para Mg, Figura 9. C), o resultados do Lab 5, apresentaram-se na faixa em
99 e 55 % sendo considerado questionaveis, passivel de erros aleatorios.

Contudo se estiverem proximos ao eixo maior da elipse indicam erros
sisteméticos significativos e ocorrem devido a condi¢cdes adversas do laboratorio,
podendo ter origem em modificacbes nao permitidas na metodologia ou
equipamentos nao aferidos ou ndo calibrados. Deste modo para o K Figura 9. B), Fe
Figura 9. F), Mn Figura 9. G) o Lab 5, apresentou resultados questionavel e para Zn
Figura 9. H) insatisfatério, todos indicando a presenca de erro sistematico. Os Lab 2
e Lab 8, apresentaram resultados suspeitos para o Mn Figura 9. G), indicando a
presenca de erro sistematico. Para o Ca Figura 9. A) os resultados do Lab 4,
indicaram a presenca de erros aleatdrios e sistematicos, fora da faixa de 99%, de
modo que seu desempenho foi considerado insatisfatorio.
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Figura 9. Elipse de confianga com base em z-escores para fragdes de massa dos
elementos A) Ca, B) K, C) Mg, D) P, E) Cu, F) Fe, G) Mn, H) Zn. As elipses incluem

os intervalos de confianca de 95% e 99%; os numeros de identificacdo dos

participantes
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2.104.1 Incerteza associada a caracterizagdo do material

O valor da incerteza associada a caracterizacdo do material foi obtido através
da Equacdo 11, considerando os resultados apresentados pelos laboratorios

participantes para 95 e 99% de confianca (Tabela 9).

Tabela 9. Incerteza padrao decorrente da caracterizacao do candidato a MR.

Elemento Incerteza padréo Incerteza padréo
95% 99%

Ca 0,54 0,078

K 4,4 4,5

Mg 0,0006 0,0006

P 0,007 0,007

Cu 1,3 0,015

Fe 2,0 0,014

Mn 0,16 0,17

Zn 0,032 0,032

2.10.5Incerteza combinada

A incerteza associada combinada foi calculada através dos dados obtidos
com a Equacédo 12, como recomendado pela ISO GUID 35:2006. A Tabela 10

resume os valores de fracdo de massa obtidos, bem como a respectiva incerteza.

Tabela 10. Valores atribuidos aos elementos determinados no Material de

Referéncia de Laboratério de Farinha de Milho.

Elemento Fracdo de massa Incerteza padréo
(mg kg™) (mg kg™)
Ca 24,6 15
K 1307 10
Mg 184,2 1,7
P 527,1 11,1
Cu 0,61 0,24
Fe 6,31 0,49
Mn 0,91 0,10
Zn 4,93 0,17
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2.11 Conclusdes parciais

A homogeneidade de candidato material de referéncia farinha de milho para
os elementos Ca, K, Mg, P, Zn, Cu, Fe, Mn e Mo foi confirmada por ANOVA, atraves
do qual foi possivel provar que ndo houve diferencas significativas nos frascos
investigados em um nivel de confianca de 95%. Além disso, o candidato a MR foi
considerado homogéneo por analise de componentes principais, que demonstra ser
uma excelente ferramenta para avaliar a homogeneidade de um material. Este fato
evidencia que a PCA pode ser aplicada como um método estatistico alternativo a

ANOVA para a avaliacdo de homogeneidade de candidato a materiais de referéncia.

O estudo realizado confirmou que o material de farinha de milho é estavel
durante 15 meses a temperaturas de -10°C, 25°C e 45°C. A analise de agrupamento
hierarquico (HCA) mostrou ser aplicavel como método alternativo em estudos de
estabilidade para candidatos a RM. A avaliacdo multivariada dos dados mostrou ser

uma ferramenta importante devido a sua simplicidade e praticidade.

A técnica de elipse de confianca permite uma melhor discriminacdo dos
resultados e pode ser considerada uma ferramenta poderosa, pois permite identificar
valores atipicos, além de fornecer informacdes sobre o tipo de erro (aleatdria ou
sistematica) que causou a dispersao do resultado. O candidato a MR proposto pode
ser aplicado para demonstrar a confiabilidade resultados analiticos para a fracdo de
massa de Ca, K, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn, em amostras de farinha de cereais,
podendo ainda ser usado para verificacbes de rotina, controle de qualidade e
validagéo de métodos analiticos.
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CAPITULO llI

Determinacao simultanea e direta de ferro e cobre em
amostras de farinhas de cultivo organico e

convencional
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3.1 Introducéo

As farinhas de cereais sao alimentos amplamente consumidos pela populacéo
brasileira. A fortificacdo de farinhas de trigo e milho tornou-se obrigatoria devido aos
altos indices de anemia na populacéo brasileira, o que levou o Ministério da Saude e
a Anvisa a recomendar cerca de 4,2 mg de ferro para cada 100g do alimento, tanto
para farinhas vendidas diretamente ao consumidor quanto as que serdo utilizadas
como matéria prima pelas industrias [95]. A farinha de feijao branco é considerada
pela ANVISA um novo ingrediente [96] e ndo se enquadra nesta resolucao,
necessitando ainda de maiores estudos. Por apresentar na sua composicdo a
faseolamina [97], este alimento tem sido cada vez mais consumido pela populagéo
brasileira, por prometer favorecer o emagrecimento e a reducdo dos niveis de
glicemia plasmética, no entanto o seu consumo em excesso leva a dificuldade de
absorcdo de micronutriente tais como o ferro e cobre que sdo essenciais para 0s
seres humanos, mas a sua presenca excessiva nho organismo pode também ser
prejudicial para a saude [98, 99]. Desta forma métodos analiticos que possibilitem
quantificar os teores de ferro e cobre em amostras destes alimentos vém sendo

requerido.

Para se determinar as quantidades de ferro e cobre em amostras com
matrizes complexas como as de alimentos, na maioria das vezes sdo necessarias
etapas previas de preparo de amostras antes da analise instrumental, a qual inclui
processos de extracdo [100], dos elementos de interesse, ou ainda a decomposicao
total da amostra. De modo geral as técnicas de preparo da amostra sdo demoradas
e requerem grandes quantidades de reagentes, que s&o caros, geraram residuos

perigosos, além da facilidade de contaminacdo das amostras [101].

Métodos analiticos que possibilitem analises simples e confiaveis, para o
monitoramento de elementos essenciais e toxicos vém sendo desenvolvidos, com o
intuito de aumentar a frequéncia analitica e possibilitar maior agilidade nas analises
de rotina [100]. A espectrometria de absorcdo atbmica com forno de grafite € uma
técnica que apresenta, além de baixos limites de deteccdo e quantificacdo, uma

elevada sensibilidade. Apesar de nesta técnica, as amostras serem frequentemente
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introduzidas na forma de solucdo, o que requer uma etapa a mais na andlise, GF
AAS possibilita ainda a introducdo da amostra de forma alternativa, tais como a
analise direta de amostras solidas (SS) [102], o que se torna uma vantagem
interessante, por eliminar a etapa de preparo de amostra [103], além de elevada
sensibilidade por nenhuma diluicdo da amostra ser necesséaria. A Unica
desvantagem que tem sido citada dessa técnica € a imprecisdo dos resultados, com
os valores de RSD entre 10 e 20%, devido a falta de homogeneidade da maioria das
amostras solidas e a pequena massa de amostra empregue para a analise [104,
105].

A introducdo de fonte continua de alta resolucdo na espectrometria de
absorcao atbmica (HR-CS AAS) ampliou ainda mais a aplicabilidade e as vantagens
de GF AAS com a analise de amostras sélidas direta [105], por utilizar uma lampada
de alta intensidade de arco curto de xendnio, permite a emissédo continua entre 190
nm e 900 nm. A alta resolucdo do monocromador duplo e um dispositivo de carga
acoplado (CCD) proporciona uma resolucao de ~ 2:00 por pixel no UV distante, além
disso, o comprimento de onda pode ser selecionado rapidamente pelo sistema
monocromador [106, 107, 108]. Todas essas caracteristicas do instrumento sdo a

favor da determinacéo dos elementos, comumente de forma sequencial.

No entanto a alta resolucdo do equipamento torna possivel monitorar toda a
regido espectral em torno da linha analitica, permitindo que o analista selecione
entre linhas principais ou secundarias dos elementos de interesse. As linhas
secundarias embora apresentem menor sensibilidade, tem sido utilizada como uma
ferramenta poderosa para determinacdo simultdnea de alguns metais e metaloides
[109], visto que linhas analiticas com intervalos na faixa de 0,4 a 2,0 nm conseguem
atingir o detector, desta forma quando as concentracdes dos analitos estao
presentes na amostra de interesse em quantidades proporcionais torna-se possivel
a sua quantificacdo de forma simultdnea. Outra possibilidade para conseguir a
determinacdo simultanea, é durante o estudo da temperatura de pirélise e
atomizacdo, estabelecer um programa comum de temperatura que permite a
determinacdo simultanea de todos os elementos, sem que seja observada perda

grande nos sinal analitico [110, 111]. Neste contexto, o uso de linhas atdmicas
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menos sensiveis tem sido fundamental para o desenvolvimento de métodos
analiticos para a determinagdo simultdnea de dois ou mais elementos por HR-CS
GF AAS [101, 110, 112].
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3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo aplicar um novo material de referéncia de

farinha de milho para avaliar a exatiddo do método analitico proposto.

3.2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um método analitico simples, rapido e robusto para
determinacdo direta e simultanea de Cu e Fe em amostras de farinhas
empregando analise direta de solidos e deteccdo por HR-CS- GF AAS.

¢ Investigar a aplicabilidade de linhas secundarias em detec¢éo por HR-CS- GF
AAS.

e Avaliar o teor de Cu e Fe em amostras de farinhas de cultivo organico e
convencional.

e Avaliar a exatiddo do método proposto com um novo MR de farinha de milho.
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3.3 Parte experimental

3.3.1 Equipamentos e acessorios

Neste trabalho foi utilizado um espectrometro de absor¢cdo atdmica com fonte
continua de alta resolucdo e atomizacao eletrotérmica da (Analytik Jena AG, Jena,
Alemanha), Modelo ContrAA700, equipado com uma lampada de arco curto de
xendnio operando em modo “hot-spot” com fonte de radiacdo continua e auto-
amostrador de solidos modelo SS60. Foram utilizadas para a quantificacdo
sequencial de Cu e Fe as linhas secundérias, localizadas em 217,894 e 217,812 nm
respectivamente, um tempo de integracdo de 8 s com 5 pixels para Cu e 3 pixels

para Fe foi usado para as medidas.

O programa de aquecimento em forno de grafite para a determinacao
simultanea de Cu e Fe € mostrado na Tabela 11, Todos os experimentos foram
realizados usando tubos de grafite piroliticamente recobertos sem orificio de injecao
(Analytik Jena, Parte N ° 407-A81.303). As amostras foram inseridas no tubo de
grafite com o auxilio de plataformas de amostragem sélida - SS (Analytik Jena, Part
No. 407-152,023). Uma microbalanca M2P (Sartorius, Goéttingen, Alemanha) foi
utilizada para a pesagem das amostras diretamente nas plataformas de SS. As
massas da amostra introduzidas foram utilizadas para calcular as absorvancias
integradas normalizadas (absorvancias integrada calculada para 1 mg de amostra)
para cada medida, visto que é dificil conseguir pesar sempre a mesma massa da
amostra em analise SS direta. O acessoério de amostragem solido (Analytik Jena), o
par de pin¢a pré-ajustada, que é parte do manual SSA 6 foi usada para transferir as
plataformas SS para o atomizador. O gas Argbénio, com um grau de pureza de
99,996% (White Martins, Bahia, Brasil), foi utilizado como gas de purga, com uma
vazdo de 2,0 L min * durante todas as fases, exceto durante a atomizac&o, quando

o fluxo foi interrompido para a determinacdo dos elementos de interesse.
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Tabela 11. Programa de temperatura para a determinacdo simultanea de Cu e Fe
por analise direta de solidos e HR-CS GF AAS.

Tempo de Fluxo de
Temperatura| Rampa .| Tempo
Etapa . o -1, |PErManencia Ar
(°C) (°Cs) (s) i
(s) (L min ™)
Secagem 1 90 5 20 32,0 2,0
Secagem 2 110 3 10 16,7 2,0
Pirdlise 1400 100 20 32,9 2,0
Auto zero 1400 0 5 5,0 0
Atomizacéo 2400 2500 5 54 0
Limpeza 2700 500 8 8,6 2,0

(Autor, 2016)

3.3.2 Reagentes e solucgdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. O acido nitrico (Merck,
Darmstadt, Alemanha) foi utilizado na preparacao de soluc¢des de calibracdo aquosa,
apos purificacdo por destilacdo de sub-ebulicio em quartzo (Kirner
Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha).

Todas as solucdes foram preparadas utilizando agua ultrapura, obtida a partir
de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA), com resistividade especifica de 18
MQ cm.

Todos os recipientes e utensilios de vidro foram mantidos em acido nitrico 1,4
mol L™ por pelo menos 24 h, e lavou-se trés vezes com agua deionizada antes da

sua utilizacao.

As Solucdes padrdo de trabalho foram preparadas através de diluicdo da
solucdo estoque. As Solucdes Padrdo de Cadmio e Ferro (1000 mg L™ foram

preparadas com &cido nitrico 0,014 mol L™)
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3.3.3 Amostras reais e material de referéncia certificado

As amostras de farinha de feijao branco, milho e trigo, de cultivo organico e
convencional, investigadas, foram adquiridas em supermercados na cidade de
Salvador, Bahia, Brasil. Como as amostras de farinha e os CRM estavam
disponiveis como pé fino, os procedimentos de preparacao da amostra (moagem e
secagem), foram desnecessarias, antes da analise instrumental.

A massa da amostra pesada diretamente na plataforma do SS e introduzida
no forno de grafite para SS-GF AAS, compreendeu uma faixa entre 0,1 mg e 1,5 mg.
Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata, e os sinais de absorvancia
integrados foram normalizados para uma amostra de massa de 1 mg. O mesmo
procedimento foi utilizado para os materiais de referéncia certificado de farinha de
arroz (NIST 1568a) e farinha de trigo (NIST 1567a).
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3.4 Resultados e discussao

Apesar dos equipamentos de HR-CS AAS serem comumente utilizados para
determinacdo sequencial de diversos elementos [101], trabalhos buscando a
determinacao simultdnea tem sido propostos [113, 116, 104, 117], onde a utilizacéo

de linhas atdbmicas alternativas (primarias e secundarias) tem sido explorada.

Dentre as diversas linhas secundarias que o ferro possui [106], existe a linha
217,812 nm, que fica proxima a linha secundaria 217,894 nm do cobre, como é
mostrado na Figura 10. Estas duas linhas estdo separadas em 0,082 nm e estdo
dentro do intervalo espectral compreendido pelo detector de CCD que € + 0,135 nm
em torno do comprimento de onda em 217,812 nm de modo que 0 monitoramento
simultdneo de ambas as linhas torna-se possivel. A linha secundéaria de ferro em
217,812 nm é oito vezes menos sensivel do que a sua linha principal de 248,327
nm, enquanto que a linha secundaria de cobre a 217,894 nm é cerca de cinco vezes
menos sensivel do que a sua linha principal, localizada em 324,754 nm. Neste caso,
as sensibilidades das linhas secundarias estdo de acordo com o0s niveis de
concentracdo dos elementos investigados em amostras de farinha. Além disso, o
software do HR-CS AAS permite também a selecdo do numero de pixel para cada
elemento proporcionando um aumento ou diminuicdo da sensibilidade [109,
114]. Desta forma, 5 e 3 pixels foram usadas para o cobre e ferro, respectivamente,
de modo a melhor se adequar a sensibilidade das linhas de acordo com os niveis de
concentracdo dos elementos presentes nas amostras. Além disso, ndo foi observada
nenhuma outra linha atbmica ou banda molecular neste intervalo espectral. Assim,
foi possivel determinar o cobre e o ferro em amostras de farinha sem interferéncias

espectrais.
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Figura 10. Espectro de absorvancia integrada na vizinhanga da linha secundaria de
ferro em 217,812 nm para uma amostra de farinha de milho: A) sinal bidimensional e
B) sinal tridimensional

&
=

0,20 -

0,15 1

0,10 1

0,05

Absorvanciaintegrada(s)
Absorvanciaintegrada(s

0,00 A=ptoe ymaloentoacy ? T
21765 217,70 21775 21780 21785 21790 217,95

Comprimento de onda (nm)

g P,
21792 Tempo(s)

3.4.1 Otimizacado das temperaturas de Pirélise e Atomizacao

Um programa de temperatura que possibilite a determinacdo simultanea dos
elementos de interesse € um dos requisitos para que a mesma seja possivel. Desta
forma as curvas de pirélise a atomizacdo foram obtidas utilizando a amostra de
farinha de milho, como mostra a Figura 11. As temperaturas de pirélise estudadas
compreenderam uma faixa de 1000 a 1700 °C, enquanto a temperatura de
atomizacao foi fixada em 2300°C. Neste estudo foi observada que na faixa
compreendida entre 1200 a 1400 ouve um aumento do sinal da absorvancia
integrada, regido onde foi possivel eliminar grande parte da matriz na amostra.
Apesar de cada metal apresentar um comportamento diferente, na temperatura de
1400°C foi possivel observar uma maior absorvancia integrada para ambos 0s
analitos. Os estudos também foram realizados utilizando magnésio 0,1% (m/v) como
modificador quimico, com o intuito de avaliar o seu efeito sobre o comportamento
térmico dos analitos na etapa de pirélise, mas nenhum efeito significativo foi
observado. De acordo com a literatura [115-117] Cu e Fe sao elementos
termicamente estaveis e o uso de modificadores quimicos podem ser geralmente
desnecessarios. Este fato pode ser explicado, provavelmente, porque nédo foi
observada qualquer diferenca significativa para o comportamento térmico de ambos
os analitos na auséncia e na presenca de magnésio avaliado como um modificador
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quimico. Portanto, o uso de modificadores quimicos ndo foi necessario para
determinar Cu e Fe em amostras de farinha, proporcionando mais simplicidade e

rapidez com o método proposto.

As curvas de atomizacdo foram obtidas no intervalo de 2000 a 2600 °C, e a
temperatura de pir6lise foi fixada em 1400 ° C. Na Figura 11, é possivel observar
que para os elementos estudados, ao aumentar a temperatura de atomizacao até
2400 °C houve um aumento significativo das absorvancias integradas para o ferro e
0 cobre, no entanto, para temperaturas superiores a estas, a absorvancia integrada
diminuia. O perfil de pico mais definido foi obtido em temperaturas de atomizacéo
acima de 2200°C, sendo a temperatura de atomizacao de 2400°C escolhida para a
atomizacdo dos analitos em virtude dos sinais de absorvancia mais elevadas e o
perfil do pico mais estreito ter sido obtido para ambos os analitos. Sob esta condi¢cao
térmica estabelecida, o tempo de vida do forno de grafite foi de cerca de 500 ciclos

de aquecimento.

Figura 11. Efeito das temperaturas de pirélise e atomizacdo na determinacdo
direta e simultanea de cobre e de ferro por SS-HR-CS GF AAS para uma

amostra de farinha de milho.
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3.4.2 Figuras e mérito e calibragéo

Quando é utilizada amostragem direta de solidos, o que pode ser considerado
como desvantagem do método é o fato das curvas de calibracdo serem feitas com
CRM, pois os processos de atomizacdo e vaporizacdo da substancia a analisar,
pode depender da forma em que o analito esta presente na amostra sélida, sendo
ainda afetada pela matriz sélida [105]. Assim, as figuras de mérito para o método
proposto, Tabela 12, foram obtidas de forma simultanea utilizando o CRM de farinha
de arroz NIST 1568a (massa de 0,086 a 0,322 mg), 0 que correspondeu a massas
de analitos de 0,206-0,773 ng para Cu e 0,646-2,383 ng para Fe. Para a curva de
calibracdo externa usando padrédo aquosa, as massas de analito variaram de 0,200-
0,700 ng para Cu e 0,600-2,100 ng para o Fe, através da injecdo de diferentes
volumes contendo 50,0 mgL™ de Cu e 150,0 mgL™ de Fe. As curvas de calibracéo
foram obtidas com massas crescentes do CRM de farinha de arroz, bem como com
padrdes aquosos com o intuito de avaliar as inclinacdes obtidas. Desta forma, como
apresentado na Tabela 12, as inclinagBes obtidas pelos métodos de calibracdo
foram concordantes a 95% de confianca, sendo possivel utilizar a técnica de
calibracdo externa usando padrdo aquoso para a calibracdo diminuindo o custo e 0
tempo das andlises, além de estabilizar mais facilmente a temperatura da

plataforma no forno [118].

Tabela 12. Figuras de mérito obtidos utilizando padrbes de calibracdo solidos e
aguosos para a determinacéo direta e simultanea de Cu e Fe por SS-HR-CS GF
AAS.

Parametros

Cu

Fe

Equacéo de regressao linear
padrao aquoso

Equacéo de regressao linear
(NIST 1568a)

R (padrdo aquoso)

R (NIST 1568a)

LOD* (ng mg™)

LOQ* (ng mg™)

RSD (n=5)( %)

y = (0,2777 % 0,0145)x +
(0,0049 + 0,0336)

y = (0,2784 + 0,0181)x +
(0,0105 + 0,0093)
0,9978

0,9989

0,03

0,11

4,0-17,1

y = (0,0566 % 0,0015)x +
(0,0008 + 0,0021)

y = (0,0563 + 0,0028)x +
(0,0074 + 0,0044)
0,9998

0,9996

0,11

0,38

0,5-13,9

*Valor calculado para massa de amostras de 1 mg.
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A massa caracteristica (mop), definida como a massa do analito que possibilita
um PVSA de 0,0044 s [101], foi determinada neste trabalho como 14 pg de Cu e 77

para Fe, considerando as linhas secundarias utilizadas neste trabalho.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados como trés e dez
vezes, respectivamente, o desvio padrdo de dez vezes do branco (medicbes da
plataforma SS vazia) dividido pela inclinacdo da curva de calibracdo aguosa. Ambos
os limites foram calculados para a massa de 1mg. Todos os parametros analiticos
deste nesse trabalho estéo ilustrados na Tabela 12.

A exatiddo do método foi confirmada por analise de trés CRM: arroz 1568a
farinha de NIST, farinha de trigo NIST 1567a e um novo MRL. Os valores
encontrados usando o método proposto foram concordantes com os valores
certificados, a um nivel de confianca de 95%. Estes resultados estdo resumidos na
Tabela 13.

Tabela 13. Resultados obtidos na determinacéo simultdanea de Cu e Fe em material
de Referéncia Certificado por SS HR-CSGFAAS para n=4.

Valor Certificado SS HR-CS GFAAS

Amostras
Cu (ng mg™) Fe (ng mg™) Cu(ng mg™) Fe (ng mg™)

Farinha de arroz NIST 1568a 2,4 +0,3 7,4+0,9 25+0,1 79+0,4
Farinha de Trigo NIST 1567a 2,1+ 0,2 141 +0,5 2,1+0,6 13,5+2,0

Novo MR Farinha de milho 0,61+0,2 6,3+0,5 0,6 +0,2 6,4+1,0
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3.4.3 Anélise de amostras reais

O método desenvolvido foi aplicado na determinacdo simultanea de ferro e
cobre em amostras de farinha de feijao branco, farinha de milho, e farinha de arroz,
ambas de cultivo organico e convencional. Os resultados foram obtidos utilizando
padrbes aquosos, trés aliquotas de cada amostra, como massas variando entre 0,1

e 1,5 mg, foram introduzidas diretamente no forno de grafite (Tabela 14).

Tabela 14. Resultados da determinacdo direta e simultanea de ferro e cobre em
amostras de farinha por SS-HR-CS GF AAS (n =3, a nivel de confianca de 95%)

Cu (mg kg™ Fe (mg kg™)
Amostra Valor RSD Valor RSD
encontrado (%) encontrado| (%)
Trigo - organico 1 22%0,1 3,3 20,6 £1,7 4,9
Trigo - orgéanico 2 25+0,3 8,1 9,3+1,8 12
Trigo - convencional 1 2,4+0,2 4,1 3,1+0,3 7,2
Trigo - convencional 2 3,40 £ 0,04 0,7 21,8+3,9 11
Milho - orgénico 1 16+0,1 3,1 20,4 +5,2 15
Milho - organico 2 1,3+0,1 3,1 149+4,3 17
Milho - convencional 1 0,70 £ 0,08 8,2 3,2+£0,3 57
Milho - convencional 2 0,60 £ 0,07 6,1 2605 13
Feijdo Branco- organico 1 59+1,0 14 32,9+10,1 13
Feijao Branco - organico 2 2,3+0,2 4,9 34,4 £ 3,7 6,4
Feijao Branco - convencional 1 3,30+ 0,03 0,5 50,4 +4,3 5,0
Feijao Branco - convencional 2 46 +0,2 2,5 21,8+272 5,9

Os valores obtidos mostraram diferenca significativa somente para as

amostras de farinha de milho, em que as de cultivo organico os valores de ferro e

cobre foram relativamente maiores que os de cobre, para as demais amostras a
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forma de cultivo ndo mostram diferenca significativas, foi possivel inferir ainda que
as amostras de feijao branco, apesar de nao ser regulamentado pela ANVISA [95] o
teor de ferro encontrado sdo maiores que os encontrados nos demais tipos farinhas.
Além disso, as concentracbes de ferro encontrados em todas as amostras
analisadas ndo estavam de acordo com o valor recomendado pelo ANVISA para a
suplementacéo de farinha com ferro, que € de 42 mg de ferro por 100 g de farinha
[95], servindo de alerta para as agéncias regulamentadoras.

Neste trabalho o desvio-padrao relativo (RSD%) foi obtido a partir de cinco
medicdes repetidas da amostra de farinha de milho. Os valores de RSD variaram
entre 4% e 17% para Cu e entre 0.5 a 13.9% para Fe, valores aceitos para amostras
sélidas [104]

3.4.4 Comparagdo com métodos da literatura

Uma comparacéo entre o método proposto com outros métodos descritos na
literatura para a determinacdo simultinea de cobre e ferro foi realizada e
apresentada na Tabela 15. De modo geral, todos estes métodos sao baseados em
procedimentos de preparacdo da amostra antes da analise instrumental, ao passo
gue o método proposto apresentou um baixo limite de quantificacdo para determinar

simultaneamente os analitos sem qualquer tratamento de amostra.
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Tabela 15.Comparacédo entre os métodos e outros propuseram método relatado na

literatura para a determinagéo simulténea de Cu e Fe.

Procedimento

LOQ (mg kg )

Técnica de preparo da Matriz Referéncia
amostra Cobre  Ferro
digestdo acida Ch4, gréos de
ICP OES em forno trigo, e farinha 0,033 0,02 [119]
micro-ondas de trigo
Farinha de trigo
ICP OES amostragem e alimentos 150 1,58 [120]
em suspensdo prontos forno a
base de farinha
digestdo acida
ICP OES na placa Farinha de trigo - - [85]
aguecida
digestdo acida :
ICPOES  no bloco Farinhade 5, (009 [84]
; milho
digestor
digestéo &cida
ICP OES na placa Farinha de trigo - - [100]
aguecida
Extracéo e
SIMAAS e digestdo acida Castanhas de i ) [121]
ICP OES no forno caju
micro-ondas
sem Milho, trigo e
SS-HR-CS ! Este
GE AAS tratamento da fg_@nhas de 0,11 0,38 trabalho
amostra feijdo branco
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3.5 Conclusdes parciais

Neste trabalho, um método para determinacao direta e simultanea para cobre
e ferro com HR-CS GF AAS foi proposto. O uso de linhas secundarias permitiu a
quantificacdo simultdnea dos elementos analisados. Os parametros analiticos
mostraram que o método proposto € uma ferramenta Util e interessante para a
avaliacdo rapida dos teores de ferro e cobre em amostras de farinha. A exatiddo do
método foi confirmada com a utilizacdo do novo MRL de farinha de milho. A
aplicacdo do método proposto pode ser vantajosa para laboratoérios de rotina em que
necessita monitorar os teores de ferro e cobre em grande nimero de amostras, pois
0 tempo e os custos podem ser significativamente reduzidos. Finalmente, o0 método
proposto é mais rapido, robusto e simples do que os métodos convencionais com

base em procedimentos de digestdo da amostra.

95



CAPITULO IllI

CONSIDERACOES FINAIS
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4  Consideracg0es finais

A aplicacédo de PCA e HCA para avaliacdo de homogeneidade e estabilidade
de candidato a MR é uma estratégia que permite uma visualizacao rapida e simples
dos resultados gerados. Além de no estudo da massa minima permitir extrair maior

quantidade de informacgao que a ANOVA.

O procedimento estabelecido neste trabalho para preparacdo do MR de
Farinha de Milho foi satisfatério para os ensaios necessarios na caracterizacado do
MR.

A participagcdo dos laboratérios voluntarios no ensaio interlaboratorial foi de
fundamental importancia para a obtencdo dos valores designados para os analitos

estudados.

O desenvolvimento de metodologias analiticas utilizando analise direta de
amostras soélidas e HR-CS AAS permitiu obter procedimento simples, rapido,
confiavel, pouco dispendioso e com boa exatidao para analise de farinhas.

A calibracdo com padrées aguosos mostrou-se adequada a todos o
procedimento proposto. O método desenvolvido ndo fez uso de modificadores,
eliminando uma etapa da andlise, reduzindo custos e tempo, o que pode ser

considerado uma vantagem.

A utilizacdo de linhas secundarias foi aplicada sem comprometer 0s sinais
analiticos dos elementos em estudados representando um importante avangco na

frequéncia analitica, especialmente em procedimentos envolvendo GF AAS.

Esse trabalho possibilitou o desenvolvimento de um Material de Referéncia de
Farinha de Milho para Ca, K, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn que poderé ser aplicado para o

controle de resultados analiticos.
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APENDICE

Tabela 16. Concentracbes de Ca, K, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn nas amostras do

candidato a MR farinha de milho nas massas estudadas, ap6s procedimento de

decomposicao de amostras e andlise por ICP OES (média * desvio padréo, n = 3).

Massa Concentracdo (mg kg™)

(mg) Ca K Mg P Cu Fe Mn  Zn
100 18,1 1274 195,0 556 0,78 10,26 0,90 5,07
100 38,7 1156 176,2 506 0,39 5,53 0,98 5,35
100 17,8 1247 194,5 521 0,32 7,60 0,77 5,66

Média 24,9 1225,8 188,6 527,7 0,5 7,8 0,9 54
SD 12,0 61,4 10,7 25,4 0,2 2,4 0,1 0,3
200 31,0 1207 182,4 511 0,45 8,03 0,84 5,29
200 24,8 1250 189,0 532 0,51 7,96 0,86 5,47
200 24,7 1321 197,7 555 0,56 9,25 0,66 4,97

Média 26,8 1259,6 189,7 532,3 0,5 8,4 0,8 5,2
sD 3,6 57,6 7,7 22,1 0,1 0,7 0,1 0,3
300 28,4 1264 197,0 539 0,53 8,63 0,82 4,98
300 26,6 1225 191,1 521 0,53 7,71 0,84 5,48
300 24,9 1249 194,7 517 0,57 8,31 0,89 5,82

Média 26,6 1246,2 194,3 525,6 0,5 8,2 0,8 5,4
SD 1,8 19,5 3,0 12,1 0,0 0,5 0,0 0,4
400 28,3 1238 194,7 530 0,55 8,35 0,85 5,57
400 27,6 1231 189,7 517 0,53 8,02 0,82 5,45
400 27,6 1231 187,1 517 0,53 8,01 0,81 5,39

Média 27,85  1233,70 190,53 521,18 0,54 8,13 0,83 5,47
sD 0,42 4,06 3,87 7,82 0,01 0,20 0,02 0,09
500 27,2 1242 192,4 568 0,54 8,33 0,92 5,33
500 27,5 1252 196,7 540 0,54 7,73 0,85 5,59
500 26,6 1212 191,9 482 0,58 8,12 0,78 5,48

Média 27,1 1235,4 193,7 530,1 0,6 8,1 0,9 5,5
SD 0,5 20,6 2,6 43,8 0,03 0,3 0,1 0,1
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Tabela 17. Concentragcbes de Ca, K, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn nas amostras do

candidato a MR farinha de milho do estudo de homogeneidade intra frascos, apos

procedimento de decomposicédo de amostras e analise por ICP OES (média £ desvio

padréao, n = 3).
Concentragéo (mg kg™)
Amostra
Ca K Mg P Cu Fe Mn Zn
3.1 26,423 1172,3 173,8 49358 0,525 8,249 0,748 5,195
3.2 27,990 12474 183,8 486,22 0,545 8,078 0,790 5,419
3.3 28,379 1264,2 204,6 530,29 0,557 8,041 0,795 5,583
34 28,333 12504 197,2 53351 0,566 8,100 0,812 6,191
3.5 28,320 1275,8 1914 553,65 0,555 8,411 0,885 5,723
3.6 28,719 1258,0 186,7 550,21 0,540 8,088 0,819 5,714
3.7 28,526  1268,4 194,7 507,42 0,527 7,975 0,931 4,667
3.8 27,905 1234,8 199,0 535,36 0,543 8,780 0,817 4,997
3.9 28,673 1235,0 202,2 518,89 0,540 8,100 0,907 5,794
3.10 27,669 1253,7 195,1 531,00 0,564 8,177 0,841 6,126
3.11 27,718 1217,1 160,9 504,92 0,540 7,674 0,786 5,337
3.12 25,845 1176,7 170,0 501,95 0,522 7,382 0,829 5,179
3.13 28,259 1235,3 181,1 542,38 0,526 7,949 0,808 5,439
3.14 27,230 12350 180,5 518,48 0,532 8,447 0,871 5,554
3.15 26,088 12029 172,1 502,60 0,471 8,100 0,798 5,084
Média 27,738 1235,14 186,20 520,70 0,537 8,103 0,829 5,467
SD 0,934 31,15 13,03 20,77 0,023 0,321 0,050 0,414
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Tabela 18. Concentragcbes de Ca, K, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn nas amostras do

candidato a MR farinha de milho do estudo de homogeneidade inter frascos, apos

procedimento de decomposicédo de amostras e analise por ICP OES (média £ desvio

padréao, n = 3).
Concentracdo em (mg kg-1)

Amostra

Ca K Mg P Cu Fe Mn Zn
64.1 26,4 1213 187,586 512,999 0,588 8,03 0,863 5,417
64.2 28,3 1255 191,160 523,068 0,576 7,98 0,840 5,830
64.3 31,7 1237 193,800 529,941 0,574 7,98 0,858 5,649
93.1 27,9 1178 194,411 518,973 0,557 8,70 0,838 5,399
93.2 29,7 1298 168,084 522,930 0,578 9,18 0,879 5,823
93.3 28,3 1259 190,655 516,562 0,573 9,14 0,852 5,514
10.1 26,7 1219 196,102 536,835 0,599 8,01 0,877 5,592
10.2 23,8 1083 161,858 451,737 0,454 6,86 0,728 4,754
10.3 27,2 1215 187,261 524,602 0,566 7,68 0,813 5,380
40.1 28,7 1247 183,543 530,874 0,426 8,10 0,836 5,769
40.2 26,7 1294 194,510 542,270 0,556 8,08 0,820 5,936
40.3 25,2 1286 191,718 523,302 0,509 7,75 0,807 5,462
85.1 26,7 1279 214,714 511,114 0,600 7,92 0,845 5,849
85.2 30,5 1248 196,244 557,842 0,775 7,90 0,801 5,559
85.3 25,1 1214 187,493 523,261 0,541 7,53 0,855 5,380
92.1 27,4 1249 195,042 512,479 0,541 8,07 0,858 5,842
92.2 29,5 1265 198,471 559,207 0,525 8,04 0,841 5,529
92.3 25,2 1207 188,871 517,979 0,550 8,91 0,838 5,264
16.1 27,4 1284 186,142 497,550 0,540 7,68 0,848 5,529
16.2 27,2 1223 176,194 538,075 0,506 7,78 0,856 5,673
16.3 28,3 1284 213,912 553,545 0,549 8,05 0,806 5,887
86.1 28,2 1273 185,268 557,983 0,540 7,97 0,811 5,558
86.2 27,1 1208 190,842 505,745 0,554 8,86 0,788 5,341
86.3 26,3 1187 180,926 487,229 0,486 7,44 0,796 5,166
66.1 25,9 1155 193,783 476,541 0,489 8,40 0,810 5,172
66.2 26,9 1160 174,020 485,152 0,547 7,60 0,798 5,280
66.3 29,0 1285 183,385 530,487 0,539 8,19 0,853 5,639
Média 27,5 1233 189,111 520,307 0,550 8,07 0,830 5,526
SD 1,74 50,7 11,356 25,400 0,061 0,526 0,033 0,269
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Figura 12.Curvas de regressdo para teste de estabilidade do candidato a material
de referéncia. A) Ca, B) K, C) Mg, D) P, E) Cu, F) Fe, G) Mn, H) Zn.
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Tabela 19. Resultados fornecidos pelos laboratérios colaboradores.

Laboratorio

Concentracao (mg kg-1)

Ca Cu Fe K Mg Mn P Zn Mo
Lab 1.1 26,00 0,49 8,40 1155 1938 0,81 476,5 5,17 0,05
Lab 1.2 2699 055 7,60 1161 1740 0,80 485,2 5,28 0,06
Lab 2.1 7,72 0,47
Lab 2.2 10,60 0,61
Lab 3.1 32,00 0,63 1280 194,0 0,86 4,58
Lab 3.2 30,00 0,52 1160 165,0 0,78 3,66
Lab 4.1 1560 0,23 430 85 171,0 0,78 580,0 4,10
Lab 4.2 17,00 0,24 380 876 170,0 0,76 587,0 4,30
Lab 5.1 33,38 0,47 7,79 1440 155,8 1,00 862,5 7,46 2,17
Lab 5.2 4587 0,54 12,37 1655 184,8 1,13 1135,7 8,99 2,41
Lab 6.1 4,82 1218 272,0 2,43 9,24
Lab 6.2 5,24 1239 275,0 0,74 8,75
Lab 7.1 19,30 0,68 8,06 1498 1935 0,83 550,5 5,90
Lab 7.2 23,20 0,66 8,17 1343 191,3 0,82 5514 5,70
Lab 8.1 2143 0,61 394 1300 186,9 1,04 4,06
Lab 8.2 23,85 0,67 4,04 1328 190,9 1,07 4,27
Lab 9.1 18,82 0,64 3,68 1282 186,0 1,05 3,98
Lab 9.2 23,21 0,67 4,68 1293 1845 1,04 4,18
Lab 10.1 4,45 185,58 177,9 3,10 5,43
Lab 10.2 457 179,12 173,8 3,44 5,74
Lab11.1 2,78 553 7425 6,11 539,0 4,40
Lab 11.2 2,65 5,15 7082 6,49 500,0 5,21
Lab 12.1 25,07 059 7,10 1150 181,0 0,92 470,9 5,22 0,08
Lab 12.2 26,22 053 7,40 1166 182,121 0,80 480,0 5,32 0,08
Lab 13.1 23,25 0,66 4,89 1881 2059 0,99 593,0 594 0,05
Lab 13.2 2559 0,78 3,48 1865 1948 0,87 5129 6,24 0,05
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