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RESUMO

Para que o crescimento da producdo pesqueira no Brasil aconteca de maneira sustentavel €
necessario o desenvolvimento de bases cientificas e tecnoldgicas sélidas, que solucionem as
demandas existentes nos diversos elos da cadeia produtiva. Uma das principais evidéncias da
qualidade dos produtos € fornecida pelos resultados analiticos, cuja confiabilidade e exatidao
podem ser asseguradas pelo emprego de materiais de referéncia (RM). Neste contexto, foi
desenvolvido material de referéncia de racdo para peixe para emprego em analises de macro e
micronutrientes e alguns paradmetros bromatoldgicos, além de estar em fase final o
desenvolvimento de um RM de tecido de peixe para nutrientes e contaminantes inorganicos. A
producdo dos materiais seguiu as diretrizes dos ISO Guias 30-35, considerando a preparacao,
envase, irradiacdo, massa minima, homogeneidade, estabilidade a curto e a longo prazo e
caracterizacdo do material. Para produzir os RMs de racao e tecido de peixe, as amostras foram
obtidas a partir de fornecedores comerciais. Os materiais foram secos/liofilizados, moidos,
homogeneizados e envasados em frascos de vidro ambar que, posteriormente, foram
submetidos a irradiacdo com raios gama, para esterilizacdo do material, visando 0 aumento do
seu tempo de prateleira. A caracterizacdo quimica do RM de racdo foi efetuada através de um
ensaio colaborativo, com a participacdo de laboratérios de diferentes instituicdes, publicas e
privadas. As avaliacGes da estimativa da massa minima, da homogeneidade e da estabilidade
do material foram realizadas, utilizando-se como técnicas de determinacdo a espectrometria de
emissdo dptica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) e a espectrometria de massa
por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). Foi possivel observar que o lote de racdo para
peixe pode ser considerado homogéneo para Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na e S, uma vez que nao foi
verificada diferenca significativa no intervalo de confianga de 95%. A avaliagdo da estabilidade
a longo prazo do RM de racdo foi feita pela analise de residuos da regressdo em conjunto com
a ANOVA e a avaliacdo da estabilidade a curto prazo foi obtida por meio de regressao linear
simples. O RM de ragdo foi considerado suficientemente estavel para ser armazenado a
temperatura ambiente. Os resultados obtidos durante a producdo do RM de racéo e através do
ensaio colaborativo possibilitaram a caracterizacdo quimica e o calculo das componentes de
incerteza, sendo elaborado o documento com os valores de referéncia RM e as incertezas
expandidas para cada um dos analitos avaliados. O RM de tecido de peixe foi avaliado em sua
homogeneidade e estabilidade a curto prazo, sendo considerado homogéneo e estavel para
transporte a temperaturas inferiores a 37°C.

Palavras-chave: material de referéncia, ensaio colaborativo, racdo para peixe, tecido de peixe,
nutrientes, ICP OES, ICP-MS.



ABSTRACT

In order the facilitate the growth of the Brazilian fishery production, in a sustainable way, it is
necessary to develop sound scientific and technological base to address the existing demands in
the various links of the production chain. One of the main evidences of the products’ quality is
provided by the analytical results, whose reliability and accuracy can be assured by the use of
reference materials (RM). In this context, it was produced a RM of fish feed for macro-and
micronutrients and proximates analysis. Also, a RM of fish tissue, which is in its final stage of
development, for nutrients and inorganic contaminants. The production of reference materials
followed the 1SO Guides 30-35: preparation and packaging, irradiation, minimum sample,
homogeneity, short- and long-term stability, and material characterization. The materials were
acquired from commercial suppliers. The materials were dried/freeze-dried, pulverized,
homogenized and aliquoted into amber glass bottles. The bottles were gamma irradiated to a
minimum dose to inhibit bacterial action. Characterization of the candidate fish feed RM was
performed through a round robin exercise. The study of minimum sample mass, homogeneity
and stability of the material were performed using inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP-OES). Results from sub-samples (250 mg) were evaluated and it was verified
that the fish feed proposed RM could be considered homogeneous for Ca, Cu, Fe, Mg, Mn and
Na, as no significant difference in significance level of 0.05 was observed. Long-term stability
study of this proposed RM was performed by the residual analysis in regression and ANOVA
and the short-term stability study was performed by simple linear regression. This proposed
RM could be considered sufficiently stable to be stored at room temperature. The data obtained
along the production and through the round robin exercise allowed the characterization of the
fish feed RM as well the determination of uncertainties components. For the proposed RM of
fish tissue, Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) was also used for the
assessment of homogeneity and short-term stability. Results from sub-samples (250 mg) were
evaluated and considered homogeneous and stable to be transported under temperature below
37°C.

Keywords: reference material, round robin exercise, fish feed, fish tissue, nutrients, proximates,
ICP-OES, ICP-MS.
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1 INTRODUCAO

E inquestionavel o potencial do Brasil para a producdo pesqueira, considerando a
extensdo costeira e dimenséo territorial, que dispbe de cerca de 13% da agua doce do planeta.
Com a quinta maior extensao territorial do mundo e uma populacéo de milhdes de habitantes,
0 Brasil € um dos maiores mercados do mundo. O potencial agropecuério é proporcional as
dimens@es do pais. Entretanto, atualmente, prevalece uma desproporgdo na relagdo “produgio
nacional x importa¢do” de pescado que faz com que Brasil tenha uma consideravel dependéncia
de paises como China, Noruega, Argentina e Chile na importacdo de pescado e coprodutos. A
dependéncia da importagdo traz como consequéncia um alto risco a balanca comercial.
Estrategicamente, o Governo brasileiro criou, em junho de 2009, o Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA), incorporado ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) em 2015, e atualmente vinculado ao Ministério da Inddstria, Comércio Exterior e
Servicos (MDIC); demonstrando que este setor produtivo despertou a atengdo governamental.

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO), em 2015, haviam cerca de quatro milhGes de pessoas envolvidas no setor pesqueiro.
Atualmente, o Brasil € 0 13° maior produtor de peixes cultivados no mundo e o segundo no
continente americano ap6s o Chile (FAO, 2018) e € o quarto maior produtor de tilapia do mundo
(PEIXEBR, 2018). As perspectivas para aquicultura sdo boas, com um crescimento esperado
na producado de 52% acima do nivel médio, para o periodo entre 2012-14 e 2024, impulsionado
pelo aumento da demanda interna e pelas politicas nacionais que apoiam 0 crescimento
sustentavel do setor (OECD/FAO, 2015).

A produgéo de pescado mundial atingiu 171 milhdes de toneladas em 2016, sendo 88%
para consumo humano direto, decorrente do aumento de consumo per capita para 20,3 kg.
Desde 1961, o crescimento anual de consumo de pescado corresponde a duas vezes o
crescimento da populacéo global (FAO, 2018). Durante a tltima década, o consumo interno de
peixe e produtos de pescado aumentou de forma estavel, e a demanda foi atendida gracas ao
crescimento da producédo de pesca e as importaces. A piscicultura nacional produziu 697 mil
toneladas de peixes em 2017. Esse resultado € 8% superior ao de 2016 (640.510 ton.)
(PEIXEBR, 2018).

Desse modo, o aumento do consumo per capita de pescado sera cada vez mais
dependente da disponibilidade dos produtos oriundos da producéo pesqueira e sua capacidade

de adequacdo as exigéncias do mercado consumidor.
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O Brasil enfrenta desafios, como o atendimento a crescente demanda por alimentos e
produtos agropecuarios, em quantidade e qualidade. Para que o crescimento da producgdo do
agronegocio no Brasil aconteca de maneira sustentavel é necessario o desenvolvimento de bases
cientificas e tecnoldgicas solidas, que solucionem as demandas existentes nos diversos elos da
cadeia produtiva. E de extrema importancia atender as exigéncias do comércio de exportacio,
garantindo a qualidade dos produtos.

O desenvolvimento econémico exige o estabelecimento de normas que controlem os
comércios internacionais, nacionais, regionais e locais. A ciéncia analitica cumpre papel
importante nesse contexto, desenvolvendo os métodos e os instrumentos para a execu¢do de
medicdes e estabelecendo pardmetros quimicos que possibilitem a caracterizagdo de produtos,
possibilitando assim, que a demonstracdo de resultados analiticos seja obtida com qualidade
para que possa ser aplicado tanto na industria quanto no comércio e em pesquisa aplicada para
que haja uma credibilidade e confiabilidade nas andlises quimicas principalmente no que diz
respeito a tomada de decisGes econémicas e politicas de protecdo ao meio ambiente e a salde.

Algumas espécies de pescado, como a tilapia, com alta importancia econémica no
mercado internacional (segunda espécie de peixe de agua doce mais criada no mundo (FAO,
2018) e representatividade na cadeia produtiva da aquicultura nacional (mais de 50% de
participacdo) (PEIXEBR, 2018), apresentam no Brasil fortes limitacBes sanitarias. Para
contribuir na superacdo dos gargalos regulatorios e econémicos ha a necessidade de se realizar
estudos de qualidade de agua e de gestdo ambiental para apoio as politicas governamentais.
Nesse sentido, deverdo ser fornecidos pelos laboratérios envolvidos resultados analiticos
confidveis, com métodos validados. Para tanto, a utilizacdo de materiais de referéncia
certificados torna-se imprescindivel.

A presenca de elementos toxicos em alimentos depende de alguns fatores, tais como
as condicdes do ambiente, os métodos de producdo e processamento, além da exposicdo aos
residuos de medicamentos, defensivos e fertilizantes. Normalmente a determinagao dos teores
desses elementos faz parte dos critérios para aprovacdo de um alimento, dentre os quais 0s
pescados. No entanto, deve ser observado que os limites entre a essencialidade e a toxicidade
de um elemento quimico podem ser muito estreitos, tornando dificil sua discriminacgdo (ELPO,;
FREITAS, 1995; SENESI et al., 1999). Devido a isso, ha grande presséo por parte do mercado
no sentido de obter resultados confidveis e garantir a rastreabilidade (PAUWELS;
LAMBERTY, 2001).
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A rastreabilidade metroldgica é a propriedade do resultado de uma medicdo ou do
valor de um padréo estar relacionado a referéncias estabelecidas, geralmente a padrdes
nacionais ou internacionais, atraves de uma cadeia continua de comparagoes, todas contendo
incertezas estabelecidas. Essa propriedade pode ser obtida a partir de uma combinacéo de
praticas, por exemplo, a calibragdo de equipamentos de medi¢do com padrbes que possuam
rastreabilidade garantida ao sistema internacional (SI); quando ndo for possivel o uso de
métodos primarios, é desejavel que o método adotado para a medida analitica seja comparado
a um método previamente validado; quando os métodos utilizados tenham sua validade
demonstrada e seja feito o uso de materiais de referéncia certificado de uma matriz que guarde
0 maior grau de similaridade possivel com a amostra em questdo (ELLISON, WILLIAMS,
2012; INMETRO, 2012).

Atualmente ha técnicas analiticas instrumentais que possibilitam essa abordagem,
porém é necessaria uma evolucdo em estratégias de preparo de amostras para que uma maior
confiabilidade seja alcancada, logo sdo necessarios procedimentos de qualidade e certificagdo,
que incluem o uso de métodos de analise validados, o uso de procedimentos internos de controle
de qualidade com o emprego de material de referéncia (RM) e de material de referéncia
certificado (CRM), e procedimentos externos de controle de qualidade, como a participagdo em
ensaios de proficiéncia.

A certificacdo pode ser realizada por um ou varios laboratérios, ou seja, é realizada
por meio de Ensaios de Proficiéncia (EPs) que possibilitam, entre outros objetivos, analisar um
material candidato a material de referéncia com o uso de metodologias reconhecidas,
preferencialmente métodos previamente validados. Os laboratoérios participantes devem seguir
as recomendagcdes estabelecidas pelo produtor do material de referéncia, ou seja, a metodologia
e 0 procedimento analitico pré-estabelecidos no programa de certificacdo (HERZIG et al.,
2002).

A importancia dos CRMs ¢é incontestavel, porém, o grande problema é que ndo ha
materiais suficientes disponiveis para atender as demandas em todos os setores, principalmente,
de produtos agropecuarios e de alimentos que estdo entre 0os mais carentes de materiais de
referéncia certificado. No Brasil, essa demanda é atendida somente pela importacdo de paises
produtores a custos elevados, apesar de se iniciarem projetos voltados a producao de materiais
de referéncia em algumas instituicbes de pesquisa. Além disso, para muitos setores nao ha
disponibilidade de materiais adequados as necessidades brasileiras, uma vez que cada pais

produtor normalmente visa atender sua propria demanda. A sele¢do dos materiais de referéncia
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certificados desenvolvidos pelos grandes produtores mundiais tem sido pautada nas
necessidades do usuério final, que precisa demonstrar a qualidade e a seguranga dos produtos
ofertados ao mercado consumidor nacional e internacional. Com isso, o dominio da tecnologia
para a producdo de materiais de referéncia no Brasil representa um avango estratégico por
colocar o pais em condicGes de fornecer materiais especificos as proprias necessidades.

Dentro deste aspecto, a Embrapa Pecuaria Sudeste apresenta experiéncia como
provedor de ensaios de proficiéncia visando o controle de resultados analiticos, tanto de
matérias de origem animal como de origem vegetal ou mineral. Esses ensaios contam com a
participacdo de outros laboratérios representantes da Embrapa, de outros centros de pesquisa,
de Universidades e de laborato6rios do setor privado. A experiéncia adquirida nesta atividade e
0 acesso a diferentes laboratérios facilitam no que se refere ao recebimento dos resultados em
rede, para a producdo dos materiais de referéncia.

Considerando a necessidade da disponibilidade de materiais de referéncia no Brasil e
a crescente importancia de estudos voltados a piscicultura no Pais, é evidente a necessidade da
producdo de RMs de organismos aquaticos e suas fontes de alimentagdo, principalmente para
auxiliar a obtencdo de resultados analiticos confiaveis para o controle tanto de nutrientes quanto

de contaminantes inorganicos nesse tipo de amostra.
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2. OBJETIVOS

Produzir material de referéncia nacional de amostras de racao e tecido de peixe para
avaliacdo de nutrientes e contaminantes inorganicos, considerando as diretrizes das normas

pertinentes.

2.1. Objetivos Especificos

e Produzir material de referéncia de racdo para peixe para analise de macro e
micronutrientes, além de pardmetros bromatoldgicos, baseado em requisitos
estabelecidos internacionalmente pelos ISO GUIAS 30 a 35;

e Produzir material de referéncia de tecido de tilapia, contendo teores conhecidos de
nutrientes e contaminantes inorganicos, com base em requisitos estabelecidos
internacionalmente pelos 1ISO GUIAS 30 a 35.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Material de Referéncia e Material de Referéncia Certificado

3.1.1. Definigdo

A credibilidade dos resultados das anélises quantitativas torna-se fundamental para
cada proposito pretendido, garantindo a comparacédo dos resultados em programas de controle
de qualidade. Para assegurar junto a seus clientes que é capaz de fornecer dados com a qualidade
requisitada, o laboratério deve possuir procedimentos de gestdo da qualidade e certificacao.
Tais procedimentos incluem uso de métodos de analise validados; uso de procedimentos
internos de controle de qualidade com o emprego de materiais de referéncia (RMs) e/ou
materiais de referéncia certificados (CRMs) e procedimentos externos de controle de qualidade,
como a participacdo em ensaios de proficiéncia.

De acordo com ABNT NBR ISO 17034 (2017) e ABNT ISO Guia 35:2012, material
de referéncia é: “material suficientemente homogéneo e estavel com respeito a uma ou mais
propriedades especificadas, que foi estabelecido como sendo adequado para 0 Seu uSO
pretendido em um processo de medi¢do.” Enquanto que material de referéncia certificado € um
material de referéncia caracterizado por um procedimento metrologicamente valido para uma
ou mais propriedades especificadas, acompanhado de um certificado que fornece o valor de
propriedade especificada, sua incerteza associada e uma declaracdo de rastreabilidade
metroldgica. O VIM — Vocabulario Internacional de Metrologia e 0 ABNT ISO Guia 30:2016
trazem definicdes semelhantes para esses termos.

A diferenca entre ambos € que, enquanto um material de referéncia especifico pode
ser adequado para controle de qualidade, mas ndo para validacdo de metodologia, a definicao
de CRM leva em conta o importante termo rastreabilidade, utilizado para relacionar o resultado
de medicao a uma referéncia, permitindo a esse tipo de materiais usos variados e simultaneos.

O ABNT ISO Guia 30:2016 define rastreabilidade como “propriedade do resultado de
uma medicdo ou do valor de um padrdo, com uma incerteza indicada, estar relacionado a
referéncias estabelecidas, usualmente padrGes nacionais ou internacionais, atraves de uma
cadeia de comparagdes ininterruptas”.

Assim, a rastreabilidade € requisito importante para a garantia da qualidade dos dados
analiticos nos mercados nacionais e internacionais. A rastreabilidade permite também que a

obtencdo de uma medida, independentemente dos laboratorios participantes tenham uma escala
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de medicdo muito similar, assegurando, portanto, um controle maior do resultado
(VERHALEN, 2014).

Conforme 0 ABNT NBR ISO 17034:2017, produtor de material de referéncia € um
organismo (organizagdo ou empresa, publica ou privada) que é completamente responsavel pelo
planejamento e gestdo do projeto, atribuicdo e decisdo sobre os valores de propriedade e
incertezas relevantes, autorizacdo de valores de propriedade e emissdo de certificado ou outras
declaraces para os materiais de referéncia que produz. Pode acontecer de um produtor produzir
tanto RMs quanto CRMs, uma vez que para ser considerado como CRM, 0 mesmo deve estar

dentro do escopo de acreditacdo do produtor.

3.1.2. Selecdo e Uso

Entre os diversos documentos e diretrizes referentes aos RMs, alguns sdo
fundamentais, 0 ABNT ISO Guia 33, a DOQ-CGCRE-016, que trata de uma orientacdo para a
selecdo e uso de Materiais de Referéncia e a DOQ-CGCRE-033, que trata de uma orientagdo
para a analise critica da documentacdo associada aos materiais de referéncia adquiridos. Séo
diversas as aplicacdes para os RMs, podendo ser citados, dentre os principais, 0 Uso como uma
ferramenta para a analise critica da validade dos resultados dos ensaios; para a calibracdo de
instrumentos de medicdo; para o controle interno da qualidade e validacdo de métodos; para a
identificacdo de problemas nos laboratorios e na realizacdo das agOes corretivas necessarias
para a melhoria do desempenho analitico; para estabelecimento da comparabilidade entre
métodos de ensaios; para o fornecimento de confianca adicional aos clientes dos laboratérios;
e, ainda, para atribuicdo de valores a outros materiais de referéncia.

Apenas RMs com valores atribuidos e incerteza associada podem ser utilizados para a
calibracdo ou para o controle da veracidade e, portanto, podem prover rastreabilidade
metrologica. Materiais de referéncia com ou sem valores atribuidos podem ser utilizados para
controlar a precisdo de medicdo, atividade para a qual ndo e requerido que o material seja
fornecido por produtores acreditados.

Com relacdo a selecdo de RMs ou CRMs, o ABNT ISO Guia 33 afirma que convém
considerar ndo apenas o nivel de incerteza requerido, mas também sua disponibilidade, seu
custo e adequacao quimica e fisica para o objetivo pretendido. E muito importante que 0 Usuario
se certifique de que o CRM que esta sendo adquirido apresente matriz e caracteristicas fisicas
e mecanicas semelhantes ao das amostras a serem analisadas para que as operagdes unitarias
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como dissolucdo e diluicdo envolvidas nas andlises sejam sujeitas as mesmas condicGes
analiticas. S8o os seguintes os principais itens a serem considerados quando da selecdo de um
CRM: selecionar o material mais adequado ao uso; matriz mais proxima possivel da amostra
da rotina; concentracdo e incerteza adequada; fornecedores.

Os RMs sdo usados para dar suporte a medigdes relacionadas a composi¢do quimica,
biolodgica, clinica, fisica e propriedades de engenharia. Eles podem ser caracterizados para
“identidade” (ex: estrutura quimica, tipo de fibra, espécies microbioldgicas, etc.) ou para
“valores de propriedades” (ex: quantidade de substancia quimica especifica, dureza, sabor,
odor, etc).

De acordo com INMETRO (2010), alguns tipos de materiais de referéncia comumente
encontrados sao:

1. Substancias puras caracterizadas para pureza quimica e/ou tragos de impureza;

2. Solugdes padrdo e misturas gasosas, frequentemente preparadas gravimetricamente a
partir de substancias puras e usadas para fins de calibracéo;

3. Materiais de referéncia em matrizes, caracterizados para a composic¢ao de componentes
quimicos principais, secundarios ou elementos-traco. Tais materiais podem ser
preparados a partir de matrizes contendo os componentes de interesse, ou através da
preparacao de misturas sintéticas;

4. Materiais de referéncia fisico-quimicos caracterizados para propriedades tais como
ponto de fusdo, viscosidade, e densidade dptica.

Os dois primeiros tipos de materiais sdo utilizados principalmente nas etapas de
medicdo de um processo analitico (calibracdo de equipamentos, por exemplo) ou na
determinacdo de alguma propriedade especifica. Os materiais de referéncia de matriz sdo
usualmente materiais genuinos contendo o analito ou analitos de interesse na sua forma natural.
Este tipo de padrdo deve observar o maior grau possivel de semelhanca com a natureza da
amostra a ser analisada, conter analitos com valores de referéncia bem caracterizados e, na
medida do possivel, similares aos existentes na amostra em estudo. O uso mais importante de
materiais de referéncia de matriz consiste em testar e validar metodologias analiticas. Juntos,
sdo parte integrante e importante no desenvolvimento de todo processo analitico, assegurando
dessa forma a qualidade em todas as etapas que envolvem a caracterizacdo quimica de uma

amostra.
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3.2. Producédo de Material de Referéncia

A producdo de amostras candidatas a materiais de referéncia € baseada em requisitos
estabelecidos nos guias da série de ABNT ISO Guias 30 a 35 e na norma ABNT NBR ISO
17034:2017. Dentre estas normas, esta Ultima — “Requisitos gerais para competéncia de
produtores de material de referéncia” fornece todas as diretrizes e requisitos que devem ser
cumpridos pelos produtores, desde o planejamento da producéo do material de referéncia até a
organizacdo de toda a documentacdo necessaria, sendo uma das normas mais importantes no
processo de produgdo de um material de referéncia. Os produtores que aplicam a ABNT NBR
ISO 17034 também devem estar alinhados 0 ABNT NBR ISO/IEC 17025, pois além de
apresentarem alguns requisitos similares, esta ultima € citada como referéncia em varios
requisitos da ABNT NBR ISO 17034.

As diretrizes estabelecidas pela ABNT NBR ISO 17034 incluem: andlise qualitativa
para a verificagdo do tipo do material; usinagem, moagem, homogeneizagao, peneiramento e
guarteamento; determinacao da distribuicdo dos tamanhos de particulas; limpeza de recipiente
de amostra; secagem e esterilizacdo; embalagem de amostras representativas do lote; testes de
homogeneidade e estabilidade; e por fim, a caracterizacao das propriedades do RM.

Segundo o I1SO Guia 35, as etapas envolvidas na producgdo de um material de referéncia
sdo:

v Definicdo do projeto e escolha do material de referéncia: basicamente, definem-se a
matriz, as propriedades de certificacdo, e os niveis desejados e, também, o nivel de
incerteza pretendido;

v" Definigdo do procedimento de preparo das amostras;

v Escolha dos métodos de medicdo apropriados para os testes de homogeneidade e
estabilidade, e também de caracterizacdo do material;

v" Amostragem e preparo (secagem, moagem para reducdo do tamanho de particulas,

envase, homogeneizacéo);

Teste de homogeneidade;

Teste de estabilidade;

Caracterizacdo do material;

Combinacéo de todos os resultados e calculo de todas as incertezas de medicao;

NN NN

Emissao do certificado.
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Todas as etapas sdo devidamente detalhadas e particularizadas em topicos no guia,
para elucidacédo dos procedimentos e cuidados que se devem considerar. A ABNT NBR 1SO
17034:2017 ainda traz os requisitos basicos de organizacao e de implementacéo de sistemas da
qualidade de um produtor de materiais de referéncia.

Para o processamento e interpretacao corretos dos dados experimentais em um projeto
de certificacdo tipico sdo necessarios: conhecimento do material e suas propriedades, dos
métodos de medicdo empregados durante os ensaios de homogeneidade, de estabilidade e
caracterizacdo do material, juntamente com um amplo conhecimento dos métodos estatisticos.

A etapa de planejamento do material de referéncia e a escolha da matriz sdo cruciais
para 0 sucesso do CRM final. Nessas etapas, devem ser avaliadas também a viabilidade e a
adequacao a finalidade do projeto, o que é necessario para se certificar que o material escolhido
¢ adequado para o objetivo de uso do material, incluindo as propriedades de interesse para 0s
laboratdrios de analise.

Basicamente, s&o quatro etapas de trabalho para a producdo de um CRM: preparo do
material; envase das amostras, com verificacdo da homogeneidade do material nos frascos;
estabelecimento da estabilidade, que garantira ao material embalado ser mantido integro
durante estocagem por tempo pré-estabelecido e a certificacdo dos valores atribuidos as
propriedades de interesse do material preparado. A preparacdo € uma etapa crucial para garantir
a representatividade do material e deve considerar os procedimentos de limpeza, secagem e
moagem, os quais podem afetar diretamente a homogeneidade e a estabilidade do material.
Apbs o preparo a verificacdo da distribuicdo do tamanho de particula é necesséaria, pois a
granulometria pode afetar diretamente a composicdo quimica, a homogeneidade e a
representatividade de um RM, além da possibilidade de inviabilizar a execu¢do de alguns
ensaios. A granulometria deve ser apropriada para a obtencdo de uma massa minima aceitavel
para que a heterogeneidade do material ndo comprometa o método de medicéo.

A quantidade de material necessaria para a producdo de um RM é estabelecida pelo
numero de amostras do RM/CRM requeridas; necessidade de estudo de viabilidade; nimero de
amostras requeridas para o estudo de homogeneidade; nimero de amostras requeridas para o
estudo de estabilidade; nimero de amostras requeridas para a caracterizacdo do candidato a
CRM e quantidade de material requerida para uma medicao.

A embalagem desse material também tem relevancia, pois ird contribuir para manter
sua integridade durante todo o periodo despendido no transporte e armazenamento. O valor de

propriedade certificada dos materiais de referéncia deve ser mensurado a partir de calculos
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estatisticos adequados e informado com suas incertezas devidamente estimadas, provenientes
da caracterizacdo da amostra, da homogeneidade, da estabilidade e dos métodos empregados

nas determinacgdes analiticas.

3.2.1 Homogeneidade

Segundo Moreira (2010), materiais de referéncia solidos sdo, em uma primeira
instancia, heterogéneos. Efetivamente, o estudo de homogeneidade é empregado para averiguar
se a heterogeneidade residual é significativa quando comparada com a incerteza de
caracterizacdo do material.

O teste de homogeneidade da amostra € um dos fatores essenciais para a garantia da
manutencdo das propriedades fisico-quimicas do material estudado e, portanto, o nimero de
recipientes, retirados do lote preparado, selecionados para esta avaliacdo deve ser representativo
em relacdo ao quantitativo final. Para o teste, sequndo o0 ABNT ISO Guia 35:2012, 0 nimero
de frascos selecionados aleatoriamente deve incluir entre 10 e 30 unidades do lote preparado,
sendo que ocorrem variagcdes em funcdo do tamanho do lote preparado (OLIVARES et al,

2018). O ISO Guide 35:2017 indica que, atualmente, a melhor pratica € aumentar o nimero de

unidades, conforme aumenta o lote. As recomendacdes tipicas estariam entre 3/Ny.,q €

3 X 3/Nproq, 0nde Nprod representa a quantidade de unidades do lote produzido. Considerando
os requisitos de graus de liberdade, tem-se um minimo recomendado dado por: Ny, =
max(lo, 3/ Npmd), onde max representa 0 maximo dos valores dentro dos parénteses.

O planejamento para verificar a homogeneidade de um lote de material preparado para
fins de certificacdo deve indicar as variabilidades da amostra dentro do recipiente, assim como
entre os recipientes que contém os materiais que compdem o lote, devidamente envasados. Os
dados para o teste de homogeneidade devem ser executados em condi¢Oes de estrita
repetibilidade (mesmo laboratdrio, mesmo analista e todas as amostras testadas no mesmo dia,
se possivel). Além disso, na variabilidade entre os frascos, deve ser incluida a incerteza relativa
a tal condicdo. A avaliacdo do estudo de homogeneidade é baseada na ABNT ISO Guia 35
(anélise de variancia (ANOVA) de fator unico).
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3.2.2 Estabilidade

Assim como a avaliacdo da homogeneidade, a avaliacdo da estabilidade é também pré-
requisito no processo de certificacdo do RM (VAN DER VEEN, 2001b) e tem como objetivo
avaliar a estabilidade do mesmo apds a sua preparacdo durante periodos especificos de tempo
e temperatura, pois 0 material preparado pode ser suscetivel a degradagdo com o tempo devido
a fenbmenos produzidos por: temperatura, luz, oxigénio, umidade, atividade microbiol6gica
etc. Dois testes distintos de estabilidade s&o realizados, estabilidade a curto e a longo prazos.

O estudo de estabilidade a curto prazo simula as condig¢Ges de transporte, garantindo
que o material ndo sofrera degradacdo por alteracdo de temperatura durante o transporte, por
exemplo. A variacdo de temperatura é um fator chave na degradacdo do material bioldgico e,
portanto, frascos com o material sdo mantidos a diferentes temperaturas e analisadas em fungéo
do tempo para verificar possiveis alteracdes de suas propriedades. Por outro lado, a estabilidade
a longo prazo (simula o tempo de prateleira) verifica se o material de referéncia pode ser
armazenado em condi¢fes definidas, tais como temperatura ambiente, verificando assim seu
comportamento na prateleira do produtor (ABNT, 2012).

Segundo a ABNT ISO Guia 35, o estudo de estabilidade requer um numero
consideravel de frascos (unidades). Os estudos de longo prazo devem considerar pelo menos
10 a 12 frascos. Recomenda-se um numero de frascos entre 6 e 10 para um estudo de
estabilidade a curto prazo, para cada temperatura avaliada.

Ainda de acordo com a ABNT ISO Guia 35, o método escolhido para a realizacdo do
estudo de estabilidade deve considerar condi¢Ges de repetitividade. Existem dois leiautes
experimentais para o estudo de estabilidade: o planejamento cléssico e o isocrono. No estudo
classico, as avaliacGes das amostras de um mesmo grupo sdo distribuidas durante o tempo de
estudo, sob condicdes de precisdo intermediaria, tendo, por consequéncia, maiores valores de
incerteza e menores tempos de prateleira. O estudo is6crono permite a execucdo de todas as
determinac6es sob condicOes de repetitividade, uma vez que todas as medicGes sdo feitas ao

mesmo tempo, ao final da exposi¢do das amostras as variadas temperaturas do estudo.

3.2.3 Caracterizacao e Incerteza

Conforme a ABNT NBR I1SO 17034:2017, para materiais de referéncia certificados, o
produtor deve utilizar e documentar procedimentos tecnicamente validos para caracterizar seus
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materiais de referéncia. A caracterizacdo deve estar em conformidade com 0s requisitos dos
ABNT ISO Guia 35:2012 e ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 para ensaio, calibragéo e
atividades relacionadas. Ha varias abordagens tecnicamente validas para a caracterizacdo de
um material de referéncia. Isto inclui realizar medicdes utilizando:

a) um Unico método (priméario) em um unico laboratério;

b) dois ou mais métodos de referéncia independentes em um ou mais laboratérios;

C) um ou mais métodos com exatiddo demonstravel, realizado por uma rede de

laboratdrios competentes;

d) uma abordagem que forneca valores de propriedade métodos-especificos,

operacionalmente definidos, utilizando uma rede de laboratérios competentes.

Dependendo do tipo de material de referéncia, do seu uso pretendido, da competéncia
dos laboratorios envolvidos e da qualidade de métodos empregados, uma das abordagens pode
ser escolhida como apropriada.

Os materiais de referéncia geralmente séo caracterizados baseados na exatidao de todo
0 processo experimental e, desse modo, o valor certificado da propriedade representa a melhor
estimativa do valor verdadeiro (VAN DER VEEN, 2001c). A incerteza declarada desse valor
da propriedade deve levar em consideragdo todos os efeitos casuais e sistematicos inerentes ao
processo de medicdo, assim como a variabilidade entre as amostras (homogeneidade) e o tempo
de validade do material (estabilidade).

Segundo INMETRO (2012), incerteza de medigdo é “parametro nao negativo que
caracteriza a dispersao dos valores atribuidos a um mensurado, com base nas informacGes
utilizadas”. Deste modo, a confiabilidade é maior quando é declarada a informac&o de incerteza
associada a uma medicédo analitica.

A incerteza expandida, U, da um intervalo no qual se cré encontrar-se o valor do
mensurando, com maior grau de confianca. O valor de U é obtido pelo produto da incerteza
padrdo combinada, u, por um fator de abrangéncia k. A escolha do fator k é baseada no grau de
confianca desejado. Para um grau de confianca de aproximadamente 95%, k geralmente é igual
a 2, contudo se a incerteza combinada for baseada em observagGes estatisticas com poucos
graus de liberdade, sendo dominada por uma contribuicdo com menos que 6 graus de liberdade,
é recomendado que o valor de k seja igual ao t-student (95% bicaudal) para o nimero de graus
de liberdade associado a esta contribuicdo (ELLISON, WILLIAMS, 2012).

A abordagem das incertezas menciona os procedimentos para a certificacdo de

materiais de referéncia e mostra a importancia de se obter as incertezas de todas as etapas de
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sua preparacao e assim contribuir para o valor da incerteza final que acompanha o valor de
propriedade de um determinado material. A incerteza final do CRM ou RM leva em
consideracdo as incertezas associadas aos testes de homogeneidade e estabilidade, a
caracterizacdo do material e inconsisténcias entre os resultados obtidos usando diversos
meétodos.

O estudo de homogeneidade entre os frascos fornecera a incerteza da homogeneidade
existente entre 0s mesmos e é avaliada de acordo com a Equacdo 1 (ABNT ISO GUIA 35:
2012; VAN DER VEEN et al, 2001a):

MQentre - MQdentro (1)
L)

2 _ 2 —
Spp =S4 =

Onde s%yp: varidncia da homogeneidade entre os recipientes; s?a: variancia da
homogeneidade dentro do recipiente; MQentre = média quadratica entre os frascos; MQdentro =
média quadratica dentro dos frascos; no = numero de replicatas. E assim, para a avaliagdo da
incerteza assume-se que %y € idéntica a u?yp.

Em casos em que o método de medicgdo escolhido apresentar repetibilidade insuficiente
ou 0 material ndo permitir uma sub amostragem (MQentre <M Qdentro) € recomendado utilizar a

Equacéo 2:

M 2
Upp = ’ Qdentro 4 (2)
n vMQdentro

Onde: upy: incerteza da homogeneidade; MQuenro = média quadratica dentro dos
frascos; n = nimero de repeti¢des; Nmadentro = graus de liberdade de MQentro.

A utilizacdo destas férmulas é dependente dos valores do desvio padrdo da
homogeneidade (Swb) € do desvio padrao de repetibilidade (sr). Quando s, for menor que sr, é
adequado aplicar a segunda equagéo, pois esta expressao se baseia na amplitude de um intervalo
de confianga de 95%, levando em consideracdo a variancia de repetibilidade das medicdes
utilizadas no estudo de homogeneidade entre os recipientes (ABNT ISO GUIA 35: 2012).

A incerteza final do CRM ou RM leva em consideracdo as incertezas associadas aos
testes de homogeneidade e estabilidade e a caracterizagdo do material. Assim, a incerteza

expandida associada ao valor de propriedade de um CRM pode ser expressa pela Equacao 3:
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Uckon = K [nar + 0y + s + ®

Onde k é o fator de abrangéncia, que neste trabalho usaremos k=2, com intervalo de
confianca de 95% e através das contribuicGes referentes a incerteza padrdo da caracterizacao
(uchar), da homogeneidade (uns), da estabilidade a curto prazo (uss), da estabilidade a longo
prazo (Uis).

A Figura 1 apresenta as etapas da producdo do material e as incertezas associadas a

cada etapa, as quais devem ser computadas para a certificacdo de um CRM.

Figura 1 — Etapas de produgéo de um material de referéncia.
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Fonte: ABNT, 2012.

3.3. Historico de Materiais de Referéncia

A producdo de materiais de referéncia acompanha o desenvolvimento da Quimica
Analitica. Os primeiros registros de producéo e uso de materiais de referéncia remonta ao seculo
XIX.

Em 1905, foi criado o National Bureau of Standards (NBS), atualmente denominado
NIST — National Institute of Standards and Technology, a partir da necessidade de efetuar

comparacgOes interlaboratoriais de resultados analiticos. E, em 1906, em atendimento a uma
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demanda industrial, o Instituto deu inicio ao primeiro programa de producdo de RMs
(ZSCHUNKE, 2000).

Houve uma grande producdo de CRMs nos anos 1970 a partir de matrizes ambientais
e, nos anos 1980, iniciou-se a producdo de CRMs de alimentos: farinha de trigo, figado bovino,
tecido de ostra, entre outros (VERHALEN, 2014).

Nos dias atuais, diversos materiais de referéncia tém sido produzidos para atender as
mais diversas areas do conhecimento, sendo que existem sistemas de busca que podem ajudar
a encontrar materiais de referéncia certificados. O COMAR (Banco Internacional de Dados de
Materiais de Referéncia Certificados), por exemplo, € uma rede de organizac¢des que dissemina
informagdes sobre produtores e materiais de referéncia disponiveis em varios paises. Em 2016
haviam 10654 RMs cadastrados neste banco de dados, contando com cerca de 240 produtores
em 28 paises, em 2018 sdo 8166 RMs, de 195 produtores em 26 paises. Os maiores produtores

de RMs séo Japéo, Alemanha, Reino Unido, IRMM (Unido Europeia) e China (Figura 2).

Figura 2 — Paises produtores e quantidade de CRMs produzidos.
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Fonte: Adaptado de COMAR, 2018.

3.4. Producdo de Material de Referéncia no Brasil

Dentro de um panorama de producdo nacional de RMs e CRMs, um pequeno nimero
de institui¢ces produz e os comercializa no pais. O Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas — IPT,
localizado nas dependéncias da Universidade de S&o Paulo (USP), foi o pioneiro no Brasil na
producdo de materiais de referéncia. Atuando desde 1975 desenvolveu mais de 130 tipos de
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materiais de referéncia certificados, sendo que produz e comercializa padrdes de minerais,
metais, materiais inorganicos diversos, entre outros.

Desde entdo outros produtores foram acreditados no pais como produtores, de acordo
com a avaliacdo de competéncia técnica, através de critérios harmonizados baseados na
combinacdo da ABNT NBR ISO 17034 e da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025. Atualmente
existe uma pequena quantidade de laboratorios acreditados pela Coordenacdo Geral de
Acreditacdo do Inmetro (CGCRE) no Brasil. Conforme pode ser visto na Tabela 1 existem 8

laboratorios acreditados em ambito nacional.

Tabela 1 — Produtores de Materiais de Referéncia Acreditados pela CGCRE na ABNT NBR ISO 17034.

Instituicéo Categoria/Matriz

DIGICROM ANALITICA LTDA- EPP —

S50 Paulo/SP Padr@es de pH e de condutividade

Visomes Comercial Metroldgica Ltda

S50 Paulo/SP Padr@es de pH e de condutividade

WHITE MARTINS GASES INDUSTRIAIS

LTDA. — Osasco/SP Mistura de Gases

AIR LIQUIDE BRASIL LTDA - GASES

ESPECIAIS — ALPHAGAZ — Séo Paulo/SP Mistura de Gases

LABORATORIOS BRUCH LTDA — S&o Soro Padrao Positivo — Anemia Infecciosa Equina
Paulo/SP Antigeno — Anemia Infecciosa Equina
CONTROLLAB CONTROLE DE QUALIDADE
PARA LABORATORIOS LTDA — Rio de Padr@es de pH e de condutividade
Janeiro/RJ

Linde Gases Ltda. - Linde Gases Ltda. - Gases

Especiais — Jundiai/SP Mistura de Gases

QMC Saneamento Ltda. — EPP — Florianépolis/SC Aguas

Fonte: http://inmetro.gov.br/credenciamento/acre_prod_RM.asp. Acesso em: 03 de outubro de 2018.

O Centro de Tecnologia Mineral — CETEM produz padrBes de bauxita, minério de
sulfetos de cobre e concentrado de sulfetos de cobre. O Instituto Nacional de Controle da
Qualidade na Saude (INCQS), unidade da Fundagdo Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, iniciou
em 1982 um programa para estabelecimento de materiais de referéncia.

O INMETRO produz e comercializa uma variedade consideravel de CRM, tendo
produzido recentemente materiais para a area de pericia criminal.

No setor agropecuario, 0 CENA colaborou com a Agéncia Internacional de Energia
Atdmica (IAEA), em 1992, na producdo do RM Trace Elements in Soya Flour (IAEA RM-
361). Em 2006 foi finalizada, durante um pos-doutoramento, a preparacdo de RM de cafe,
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denominado Café Arébica. Adicionalmente, o IQ-USP e o IPEN produziram diversos materiais
de referéncia a partir de amostras de pescados.

Em 2008, o CENA, a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP de Ribeirdo Preto
(FCFRP-USP) e a Embrapa Pecuéria Sudeste se tornaram parceiras de um Centro Colaborador
de Defesa Agropecuaria para Producdo de Materiais de Referéncia Certificados e Organizacéo
de Ensaios de Proficiéncia de Residuos e Contaminantes Inorganicos, desenvolvendo o projeto
CRM - Agro - Materiais de Referéncia para Agricultura, Pecuaria e Toxicologia rendendo
producdo de diversos RM. No contexto deste projeto, a Embrapa Pecuaria Sudeste produziu
cinco RMs:

- CRM — Agro E2001a: RM de mistura mineral, contendo teores conhecidos de Ca, K,
Na, P, Cu, Fe, Mn, Mg, Zn e os contaminantes As, Cd e Pb;

- CRM — Agro E1001a: forrageira, contendo teores conhecidos de Ca, P, Mg, K, Cu,
Fe, Mn, Zn e Na e os contaminantes As, Cd, Cr e Pb;

- CRM -Agro E2002a: solo para analise de As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P
e Pb;

- CRM - Agro E3001a: figado bovino para As, Pb, Cd, Ca, Mg, Na, Fe, Cu, Zn, K,
Mn, P,Co,V, Se, Sre Mo e

- CRM — Agro E2003a: fosfato de rocha, com valores de referéncia para Al, As, Ca,
Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, V e Zn.

Todos os RM foram produzidos conforme os ISO Guias 30 a 35. Os materiais e seus
certificados de andlise estdo disponiveis para distribuicdo no site da Embrapa
(http://lwwwz2.cppse.embrapa.br/materiaisdereferencia/) (SILVA, 2011; BOSSU; 2013,
VERHALEN, 2014; BIANCHI et al, 2016; NOGUEIRA et al, 2016; SILVA, 2016).

Todavia, muitos dos materiais produzidos em ambito nacional, para o setor
agropecuario, foram preparados como parte de teses de doutorado ou dissertacdo de mestrado,
de modo que ndo estdo disponiveis. Também ndo se tem conhecimento a respeito da quantidade
produzida.

Considerando entdo, a importancia da disponibilidade de materiais de referéncia no
Brasil e a representatividade e abrangéncia da Embrapa, pretendeu-se preparar amostras de
racao para piscicultura e de tecido de peixe (tilapia), devido a importancia dessas matrizes para
0 setor pesqueiro. Ressalta-se a necessidade da producdo deste tipo de material no pais,
principalmente para que haja um controle tanto de nutrientes quanto de contaminantes

inorganicos nesses tipos de amostras.

38



Capitulo 2

Preparo e Caracterizacdo de Material de Referéncia para Nutrientes e

Parametros Bromatoldgicos de Racgédo para Peixe
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Um dos principais entraves tecnoldgicos para o desenvolvimento e expansdo da
aquicultura no Brasil é a alimentacdo dos organismos cultivados, uma vez que ha a influéncia
direta na cadeia produtiva, no crescimento e desenvolvimento saudavel das espécies. Somado
a isso, existe a questdo referente a disponibilidade de racGes adequadas que atendam as
exigéncias nutricionais especificas, de cada espécie, nas varias fases de producédo
(RODRIGUES et al. 2017; FREITAS et al, 2016). Constitui-se, ainda, como o item de maior
custo no cultivo, podendo representar até 70 a 80% dos custos totais.

A nutricdo e alimentacdo dos organismos aquaticos possibilitam o melhor
aproveitamento do potencial e a aceleracao de crescimento dos peixes, 0 que pode aumentar a
safra anual. A garantia da qualidade das racGes utilizadas pode viabilizar melhorias na eficiéncia
alimentar, otimizando custos de producdo e reduzindo impactos dos efluentes do cultivo
intensivo.

De acordo com o SINDIRACOES (Sindicato Nacional da IndUstria de Alimentac&o
Animal), 1,10 milhGes de toneladas de racdes para peixes foram produzidas em 2017 e hd a
previsdo de producdo de 1,16 milhdes de toneladas para 2018 (Figura 3), sendo que, somente
no primeiro semestre, a producao de racéo para aquicultura alcangcou mais de 646 mil toneladas
(SINDIRACOES, 2018). Essa previsdo para 2018 representa mais que o dobro da producéo do
ano de 2014, que foi de 723 mil toneladas de racdes para peixes (KUBITZA, 2015). Esses dados

reforcam o reconhecimento da aquicultura como setor de expressao no agronegocio brasileiro.

Figura 3 — Producéo de ra¢Ges para peixes no Brasil, entre 2000 e 2018.
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Fonte: SINDIRACOES,2018.
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A escolha da racdo para piscicultura deve ser guiada pelo critério da qualidade, a qual
deve considerar basicamente a composi¢éo nutricional, avaliagdes fisicas e quimicas dos pellets
de ragcdo. A composicao nutricional das racdes pode ser avaliada por meio de analises quimicas
e bromatologicas, conduzidas em laboratdrios de nutricdo animal. Os dados obtidos permitem
a comparagdo com niveis de garantia para racbes comerciais. E a garantia da qualidade dessas
andlises exige o emprego de técnicas e equipamentos especificos por parte dos laborat6rios
especializados, bem como a obtencédo de resultados analiticos confidveis. Para este fim, faz-se
necessaria a validacdo dos métodos, que pode ser feita pela utilizacdo de materiais de referéncia

certificados, 0s quais sdo escassos e geralmente de alto custo.

1.1 Material de Referéncia de Racéo para Peixe

De acordo com a base de dados de materiais de referéncia, COMAR, existem, em
dezembro de 2018, 8166 RM cadastrados, sendo 54 voltados para agricultura e 375 para
alimentos. Deste total, ndo foi verificado nenhum material especifico de racdo para aquicultura,
contemplando nutrientes ou parametros bromatoldgicos. H& um RM, cadastrado no COMAR,
de racdo para aves, LGC7173, com valores de referéncia para umidade, cinzas, 6leos, fibra
bruta, nitrogénio, Ca, Cl, Mg, P, K, Na, Fe, Mn e Zn e outro de ragdo sintética para vacas
leiteiras, BCR® — 708, certificado para proteina bruta, 6leos e gorduras, fibra bruta, cinzas, Ca,
Cu,MgeP.

Na literatura usualmente sdo utilizados CRM preparados a partir dos ingredientes
convencionais de racfes, para validacdo e controle de qualidade dos métodos de analise
inorganica e bromatolégicas. Os macroingredientes comumente empregados, na formulacdo
basica de ra¢des para piscicultura, sdo: milho, farelo de soja ou de milho, trigo e coprodutos,
farinhas/gorduras de origem animal (farinha de peixe, por exemplo), metionina, coprodutos de
arroz e soja, sal, fosfato de calcio, calcéario, sorgo, etc. Os microingredientes correspondem as
vitaminas, microminerais, aminoacidos, aditivos zootécnicos, aditivos tecnoldgicos, entre
outros.

Um dos CRM que era largamente empregado nas andlises de racdo para peixe era o
NIST SRM 8433 — Corn Bran, cuja validade era até 2011 (NEVES et al, 2009; SALEH et al,
2009), que passou a ser produzido pelo NRC em 2014 e comercializado sob 0 nome NRC
BRAN-1, com validade atual até 2025. Outros CRMs comumente empregados no controle de
qualidade de andlises de ragdes sdo: NIST SRM 1567a — Wheat Flour, NIST SRM 1568b —
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Rice Flour, NIST SRM1566b — Oyster Tissue, NRC DOLT-5 — Dogfish Liver, NRC DORM-4
— Fish Protein, que séo comercializados em frascos de 20 a 50g, com varia¢do de preco entre
US $400 e US $750, quando adquiridos diretamente dos produtores. Esse valor pode chegar até
R$ 10 mil quando adquirido no Brasil.

Desta forma, é de elevada relevancia a producdo e disponibilizagdo de um RM que
venha a atender a demanda dos laboratdrios que realizam analises de ra¢Ges para piscicultura e

que tenha composicao similar aquela dos produtos disponiveis no mercado brasileiro.

2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Preparo do Material Candidato

2.1.1 Obtencéo e Preparacao do Material

A amostra de racdo para peixe, candidata a material de referéncia, foi fornecida pelo
Grupo Matsuda e corresponde ao material de nome comercial Acqua Pesca 32 e é indicada para
peixes onivoros em estagio de crescimento e engorda, cultivados em tanques-rede ou escavados.
Foi utilizada racdo com constituicdo tipica as utilizadas pelos produtores, que possui 32% de
proteina bruta. Para secagem da amostra foi utilizada estufa com circulacdo forcada de ar
(Fanem, Brasil) a 60°C por 48h. A amostra foi moida em moinho ultracentrifugo, modelo ZM
200® (Retsch, Alemanha), com peneira de 0,75 mm e empregando-se velocidade de 6000 rpm,
visando diminuicdo do tamanho de particula (Figura 4a), sendo, em seguida, homogeneizada.
Foram preparados aproximadamente 30 kg do material seco.

Apds a moagem as amostras foram homogeneizadas e envasadas em 300 frascos de
vidro @mbar, com capacidade de 100 mL, previamente descontaminados em banho de acido
nitrico 10%. A esses frascos foram adicionadas porcdes tipicas de aproximadamente 85 g
(Figura 4b). O envase foi sequencial e todos os frascos foram numerados. O lote preparado foi
irradiado com radiagdo gama para aumento da estabilidade, na faixa compreendida entre 5-10
kGy, no Centro de Tecnologia das Radiagdes — CTR/IPEN/CNEN - SP. Por conseguinte, 0s
frascos foram armazenados a temperatura ambiente, apds acondicionamento individual em

embalagens plasticas metalicas identificadas.
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Figura 4 - (a) Moagem das amostras de racdo em moinho ultracentrifugo e (b) amostras envasadas em

frascos &mbar com porgdes de aproximadamente 859 cada.
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2.2 Caracterizacao Fisica do Material Candidato

2.2.1 Distribui¢do do Tamanho de Particula

A racdo moida foi avaliada em classificador de tamanho de particulas para verificar a
distribuicdo atingida, uma vez que esta € uma caracteristica importante para a homogeneidade.
Um dos frascos do RM de racéo foi submetido a ensaio de distribuicdo de tamanho de particulas
(Analysette 22 MicroTec Plus, da Fritsch, Alemanha) no Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, na Universidade de Sdo Paulo (CENA, USP), Piracicaba-SP.

2.2.2 Determinacdo da Umidade Residual

Os resultados de analise normalmente sdo expressos na forma de matéria seca. Dessa
forma, o método de determinacdo de umidade deve ser claramente definido e facilmente
realizavel em cada laboratério. O teor de agua na amostra depende da umidade ambiental, que
por sua vez varia de acordo com diversos fatores. Se 0 método escolhido para a determinacéo
da umidade ndo garantir a obtencdo de resultados reproduziveis, o erro no valor final pode
chegar a algarismos percentuais.
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Para determinacdo de umidade residual do RM de racdo para peixe, por secagem em
estufa, foram selecionados aleatoriamente 3 frascos (n° 33, 120 e 247). O ensaio consistiu na
secagem do recipiente vazio durante 2 h (em estufa a 105 °C). Em seguida os recipientes foram
retirados da estufa, colocados em dessecador por 1 h e pesados em balanca analitica até peso
constante. Apds os recipientes serem secos e pesados, adicionou-se 1 g de amostra de cada um
dos 3 frascos nos diferentes recipientes e pesou-se novamente. Foram efetuadas seis repeticoes
para cada um dos trés frascos. Transferiram-se o0s recipientes com as amostras para estufa a 105
°C, permanecendo nesta temperatura por 24 h. Apos este periodo as amostras foram retiradas
da estufa e colocadas em dessecador por 1 h, sendo a seguir pesadas.

O calculo da umidade residual foi realizado através da equacéo 4:

A-B 4
Umidade (%) = 100 —% X 100 @

Onde:

A: massa do recipiente + amostra seca apds 24h de estufa
B: massa do recipiente seco ap0s 2h de estufa

C: massa de amostra

2.3 Determinacéo dos Elementos por ICP OES

Neste trabalho, foi utilizada a técnica analitica de espectrometria de emissdo dptica com
plasma indutivamente acoplado, ICP OES, para a determinagédo da concentracdo dos macro e
micronutrientes (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn) no candidato a material de referéncia de
racao para peixe.

A ICP OES é uma técnica reconhecidamente eficaz para a determinacdo elementar em
uma ampla variedade de matrizes, devido a sua alta sensibilidade e a possibilidade de analise
multielementar. As amostras liquidas sdo introduzidas em um plasma de argdnio em um campo
magnético induzido por radiofrequéncia usando uma variedade de nebulizadores ou sistemas
de introducdo de amostras. No plasma, a altas temperaturas, as amostras transportadas em forma
de aerossol sofrem dessolvatacdo, vaporizacdo, dissociacao e ionizagdo, com emissao de luz,
que é filtrada no espectrometro de emisséo e as intensidades luminosas sao medidas, por serem

proporcionais as concentragdes dos elementos a serem analisados (HOU; JONES, 2000).
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2.3.1 Preparo de amostras

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico. Para o preparo das solugdes,
utilizou-se &gua deionizada em um sistema de purificacdo Milli-Q® (Millipore, Sdo Paulo,
Brasil), com resistividade de 18,2 MQcm.

Toda vidraria e material de laboratdrio utilizados neste trabalho foram previamente
lavados com detergente neutro e agua corrente, enxaguados com agua deionizada e
descontaminados por imersdo em HNO3 10 % (v/v) por, no minimo, 24h, sendo posteriormente
enxaguados com &gua deionizada e submetido a secagem em capela de fluxo laminar.

Para a pesagem das amostras foi utilizada balanca analitica modelo AUX220
(Shimadzu, Japdo).

Ap0s avaliacao e otimizagdo de diversos procedimentos de digestdo, foi selecionado o
procedimento empregando 6 mL de HNO3 50% e 2 mL de H>02 30% (m/v), para a digestao das
amostras, utilizando o programa de aquecimento descrito na Tabela 2. O HNO3 foi previamente
destilado abaixo do ponto de ebulicdo em destilador de quartzo (Marconi, Piracicaba, SP,
Brasil).

Para a digestéo das amostras de racgdo foi utilizado um forno com radia¢do micro-ondas
com cavidade (Ethos 1, Milestone, Italia) que contém rotor com 10 frascos de teflon TFM
(Figura 5), com pressao maxima de trabalho de 100 bar, e o volume final foi ajustado para 50
mL com agua deionizada. O mesmo procedimento de preparo foi utilizado para a digestdo dos
CRMs utilizados para avaliar a exatiddo do método: NIST 1566b — Oyster Tissue e NIST 1573a
— Tomato Leaves e para preparo dos brancos.
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Figura 5 — Forno de micro-ondas com cavidade modelo Ethos 1, Milestone com Rotor de 10 frascos de
TFM.
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Tabela 2 — Programa de Aquecimento do Forno de Micro-ondas Ethos 1, Milestone.

Etapa Poténcia (W) Temperatura (°C) Tempo (min)
1 1300 120 15
2 1300 200 20
3 1300 200 20
4 0 0 10

As digestdes das amostras foram realizadas nas dependéncias da Embrapa Pecuéria
Sudeste e as determinacdes foram realizadas nos laboratérios do Grupo de Analise Instrumental
Aplicada (GAIA) instalados na Embrapa Pecuaria Sudeste e no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

2.3.2 Quantificagdo dos macro e micronutrientes

Os elementos Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn foram quantificados por
espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) utilizando
um equipamento da marca Thermo Scientific, modelo iCap 6000 series (Figura 6), viséo radial

e axial, cujos parametros empregados estéo descritos na Tabela 3.
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Figura 6 — ICP OES Thermo Scientific 6000 series dual view.

Tabela 3 - Condicdes operacionais do ICP OES iCap 6000 series.
Caracteristicas

Parametro
Poténcia de Radiofrequéncia (W) 1150
Vaz&o de gas do plasma (L min™) 12
Vaz&o do gas auxiliar (L min™) 0,5
Vaz&o do nebulizador (L min) 0,5
Nebulizador Concéntrico
Ciclénica

Camara de nebulizacéo
Duo (Axial e Radial)

Ca 1422,673 (Radial)
Cu 324,754 (Radial)
Fe 11 238,264 (Radial)
K | 766,490 (Axial)
Mg I1 280,270 (Radial)
Mn 257,610 (Radial)
Na | 589,592 (Axial)
P 1263,168 (Axial)
Zn 11 213,856 (Radial)

Orientacéo da tocha

Comprimento de onda (nm)

| — Linha atdbmica; 11 — Linha idnica

As solucgdes estogue de todos os elementos foram preparadas, por pesagem, a partir de

diluicdo de solugdo padrdo comercial 1000 mg L (PlasmaCAL, SCP Science, USA),
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proveniente de produtor acreditado nas ISO 17025 e 1ISO 17034. As soluges para as curvas de
calibracdo foram construidas utilizando o mesmo meio de preparo das amostras, com pelo
menos sete concentracdes diferentes, preparadas, por massa, com diluicbes adequadas a partir

das solucgdes estoque.
2.4 Determinacéo dos Parametros Bromatologicos

Além da determinacdo de macro e micronutrientes, a amostra de racdo para peixe
candidata a material de referéncia foi submetida a determinacao de parametros bromatoldgicos.
Foram avaliados os valores de propriedade de Matéria seca; Matéria Mineral/ Cinzas; Fibra em
detergente neutro (FDN); Fibra em detergente acido (FDA); Lignina; Fibra Bruta (FB); Proteina
Bruta (PB); Extrato Etéreo (EE) e Nitrogénio ndo proteico (NNP). Os procedimentos utilizados
seguiram as diretrizes dos métodos de referéncia do Laboratorio de Nutricdo Animal (LNA) da
Embrapa Pecuaria Sudeste e os métodos apresentados por Nogueira e Souza (2005).

2.4.1 Matéria Seca

Baseia-se na evaporacdo do contetdo de agua da amostra pela acéo do calor. Esta anélise
é de alta relevancia para outras determinacfes, uma vez que os resultados sdo corrigidos e
fornecidos com base na matéria seca. O teor percentual de matéria seca é obtido por avaliacdo
gravimeétrica.

Os cadinhos vazios foram secos em estufa por 2 h a 105°C. Em seguida, o0s recipientes
foram retirados da estufa, colocados em dessecador por 1 h e pesados em balanca analitica.
Apdbs os recipientes secos e pesados, adicionou-se cerca de 1 g de amostra nos diferentes
recipientes e pesou-se novamente. Transferiram-se 0s recipientes com as amostras para estufa
a 105 °C durante 24 h, até massa constante. As amostras foram retiradas da estufa e colocadas
em dessecador por 1 h, sendo a seguir pesadas.

O teor de matéria seca foi calculado conforme equacéo 5 abaixo:

Meygs — M
Matéria Seca (%) = % x 100 ()

a

Onde:
Me,qs = Massa do cadinho mais amostra seca;
m, = massa do cadinho seco em estufa;

m, = massa de amostra
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2.4.2 Matéria Mineral/Cinzas

O teor de cinzas, em amostras de alimentos concentrados, fornece uma estimativa da
composicdo inorganica total presente na amostra. Nesta analise a amostra ¢ submetida a
calcinagdo em forno tipo mufla, para a eliminacdo de matéria organica. O teor percentual de
cinzas € obtido por avalia¢do gravimétrica.

A andlise de matéria mineral foi realizada com as mesmas amostras da matéria seca.
Apbs a pesagem dos cadinhos para a determinacdo da matéria seca, estes foram levados para

um forno mufla, onde foi executada a programacdo constante da Tabela 4.

Tabela 4 - Programa de aquecimento do forno mufla.

Temperatura (°C)  Velocidade (°C mint)  Permanéncia (min)

1 350 10 60
2 550 10 180
3 0 0 0

O teor de cinzas foi calculado conforme equacdo 6 abaixo:

(6)

(mc+ci - mc)

Cinzas (m/m) (%) = — x 100

Onde:
M, = massado cadinho mais cinzas;
m, = massa do cadinho seco;

m, = massa de amostra

2.4.3 Fibra em detergente neutro (FDN)

O método de FDN se baseia na determinagdo de componentes da parede celular
insolivel em detergente neutro, basicamente constituida de celulose, hemicelulose, lignina e
proteina lignificada e silica (SOUZA, 2007).

Para esta analise foram utilizados recipientes/saquinhos de Nylon, denominados filtros
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(filter bags), Ankom, estes foram pesados e sua massa anotada sob o cddigo SAQ. A cada filtro
foi adicionado 0,5 g de amostra. Em seguida, foram seladas suas extremidades e as amostras
foram previamente incubadas com amilase e ureia para a hidrdlise do amido, uma vez que a
racao contém milho em sua composicao. Apos a incubacéo, os filtros foram acondicionados nas
bandejas do equipamento ANKOM 200 — Fiber Analyzer (Figura 7). No equipamento ANKOM
foram introduzidos 24 filtros por batelada. Apds a montagem e disposicao das bandejas dentro
do equipamento, foi adicionado aproximadamente 2L de solucdo de detergente neutro (EDTA-
Naz2, Na2B4O7-10H20, lauril sulfato de sodio, Na2HPO4, 2-metoxietanol) sobre os filtros. A
programacdo de agitacdo foi executada por 75 minutos com temperatura de 90°C. Ap0s esse
tempo foram realizadas 3 lavagens com &gua destilada sob agitacdo e aquecimento por 10 min
cada. Em seguida, os filtros foram removidos do equipamento e imergidos em acetona por um
minuto e dispostos em bandeja para evaporagdo da acetona. Depois de secos, os filtros foram
transferidos para estufa a 105°C por 4h. Apds esse periodo, foram transferidos para dessecador
por 2 h e pesados (SAQ + FDN).

O teor de fibra em detergente neutro é calculado conforme a equacéo 7 abaixo:

(SAQ + FDN) — SAQ

Mg

FDN (%) = 100 (7)

Onde:
SAQ + FDN = massa do filtro mais amostra ap6s extracao;
SAQ = massa do filtro;

m, = massa de amostra.

Figura 7 - Equipamento de anélise de fibras ANKOM 200 — Fiber Analyzer.
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2.4.4 Fibra em detergente 4cido (FDA)

O procedimento utilizado neste trabalho empregou a metodologia “nylon bag”.
Conforme descrito por Souza (2007), o teor de FDA ¢ obtido com o auxilio de um analisador
de fibra comercial (Ankom Technology, USA), apresentado na Figura 7, onde ocorrem 0s
processos de digestdo e filtracdo das amostras em filtros e em ambiente fechado.
Resumidamente, por meio de reagentes especificos, a amostra é tratada com uma solucdo de
detergente acido, a qual solubiliza o contetido celular, a hemicelulose e a maior parte da proteina
insoldvel. A lignina insollvel, o nitrogénio insolivel, a celulose e a silica fazem parte do residuo
denominado FDA.

Procedimento similar a determinacéo de FDN, sendo realizado no mesmo equipamento,
com a adi¢do de 2L de solucdo de detergente &cido (brometo de cetil trimetilaménio e H2SO4
0,5 M). A programacéo de agitacéo foi executada por 60 minutos com temperatura de 90°C. O
procedimento de retirada e lavagem é idéntico e o registro da massa apds a extracao € feito com
0 codigo SAQ+FDA.

O teor de fibra em detergente &cido € calculado conforme a equacéo 8 abaixo:

(SAQ + FDA) - SAQ

Mg

FDA (%) = 100 (8)

Onde:
SAQ + FDA =massa do filtro mais amostra apds extracao;
SAQ = massa do filtro;

m, = massa de amostra.

2.4.5 Lignina

O teor de lignina em amostras de alimentos concentrados, caso da amostra de racdo para
peixe, é quantificado a partir da FDA, com a oxidag&o da lignina sob ac¢&o de &cido sulfurico
ou permanganato de potassio. O H>SOs oxida a celulose, presente no residuo da FDA,
remanescendo cinzas insollveis em acido (SOUZA, 2007).

Deste modo, para a anélise de lignina foram aproveitados os filtros da analise de FDA.
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A andlise de FDA foi realizada normalmente e apds a pesagem dos filtros para finalizar a analise
de FDA, estes foram colocados em um béquer de vidro e despejou-se H2SO4 72% sobre eles.
Os filtros permaneceram em banho acido por 3 h sob agitacdo constante. Apds a retirada, 0s
filtros foram lavados em agua quente diversas vezes, imersos em acetona e transferidos para
estufa a 105°C por 24 h. Apoés esse periodo, os filtros foram pesados e a massa anotada como
SAQ+LIG+CIN. Os filtros foram transferidos para cadinhos, previamente pesados (CAD), e
levados ao forno mufla sob aquecimento a 580°C por 3 h. Depois de retirados da mufla,
esfriados em dessecador, os cadinhos foram novamente pesados e massa registrada como
CAD+CIN.

O teor de lignina é calculado pela equagéo 9:

((CAD + CIN) — SAQ) — CAD

Mg

x 100 9

Lignina (%) =

Onde:

CAD + CIN = massa do filtro mais amostra ap0s extracéo;
SAQ = massa do filtro;

CAD = massa do cadinho;

m, = massa de amostra utilizada na FDA.

2.4.6 Fibra Bruta (FB)

A fibra bruta (FB) corresponde a porcdo dos carboidratos totais que resiste a hidrélise
acida e alcalina, constituindo-se, basicamente, de celulose e lignina insoluvel.

Para analise de Fibra Bruta, o procedimento é feito de acordo com a recomendacédo da
ANKOM (2018). Para esta andlise foram utilizados recipientes de nylon, filtros Ankom, estes
foram pesados e sua massa anotada (SAQ). A cada filtro foi adicionada cerca de 1 g de amostra
seca e moida, sendo, em seguida, seladas suas extremidades. A gordura das amostras foi
extraida deixando os filtros imersos em éter de petroleo por 10 minutos. O solvente foi
descartado e os filtros foram secos ao ar. Para evitar a aglomeracdo inadequada das amostras,
os filtros foram agitados para promover uma distribuicdo uniforme. Os filtros foram
acondicionados nas bandejas do equipamento ANKOM 200 — Fiber Analyzer (Figura 7). No
equipamento ANKOM foram introduzidos 24 filtros por batelada. Apds a montagem e
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disposi¢édo das bandejas dentro do equipamento, adicionou-se 2 L de &cido sulfarico 0,255 N
sobre os filtros e o equipamento foi vedado e ligado. O tempo foi ajustado para 40 minutos e,
apos o periodo de extracdo, a agitacdo e o aquecimento foram desligados e a solucéo acida,
descartada. Foram realizadas duas programacoes de lavagem com 2 L de 4gua destilada a 90°C
por 5 minutos cada. Apds a lavagem e descarte da agua utilizada, adicionou-se 2 L de hidroxido
de sddio 0,313 N e o equipamento foi vedado e ligado. O tempo foi ajustado para 40 minutos e
apos o periodo de extracdo, a solucdo basica foi descartada, em bombona adequadamente
identificada, e 0 aquecimento e a agitacdo foram desligados. Apos a extracao, foram realizadas
mais trés programaces de lavagem com 2 L de &gua destilada a 90°C por 5 minutos cada. Ap6s
a finalizacé@o do processo de extracdo de fibra bruta, os filtros foram retirados do equipamento
e cada filtro foi pressionado suavemente para eliminar o restante de agua. Em seguida, os filtros
foram removidos do equipamento e emergidos em acetona por trés a cinco minutos e dispostos
em bandeja para evaporagdo da acetona. Depois de secos, os filtros foram transferidos para
estufaa 105°C por 4 h. Apos esse periodo, foram transferidos para dessecador por 2 h e pesados.
Apbs a pesagem os filtros foram transferidos para cadinhos, previamente pesados, e levados ao
forno mufla sob aguecimento a 600°C por 2 h. Depois de retirados da mufla, esfriados em
dessecador, os cadinhos foram novamente pesados e massa registrada. Os brancos foram
preparados seguindo mesmo procedimento empregado para as amostras.

O teor de fibra bruta é calculado conforme a equacédo 10 abaixo:

100 x (W3 — (Wy X Cy))
W,

FB (%) = (10)

Onde:

W1 = massa do filtro

W> = massa da amostra

W3 = massa da matéria organica (apés igni¢éo do saquinho e da fibra)

C1 = correcao do branco

2.4.7 Proteina Bruta (PB)

Para a determinacéo de proteina bruta (PB), foi empregado o metodo de Kjeldahl para
nitrogénio total. O valor de nitrogénio total € multiplicado por um fator que converte o
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nitrogénio em proteina. Esse fator € especifico, pois depende da percentagem de nitrogénio
encontrada na composi¢do de cada proteina. No caso de ragdes concentradas, a proteina bruta
(PB) é expressa pelo fator 6,25 (NOGUEIRA, SOUZA, 2005).

Foi pesada a massa de 0,1 g de amostra em um tubo de digestdo. Adicionou-se 2g de
mistura catalisadora (sulfato de sodio, sulfato de cobre e selénio em pd), 3 mL de H>SO4
concentrado. Os tubos foram levados ao bloco digestor, dentro da capela de exaustéo de gases,
iniciando a uma temperatura de 250°C, elevando a temperatura até 400°C. A digestéo finalizou
quando o extrato adquiriu uma coloracéo verde brilhante e sem a presenca de corpo de fundo.
Os tubos foram retirados do bloco e esfriados a temperatura ambiente.

Para a realizacdo da destilacdo, foi adicionado um pequeno volume de agua aos tubos
que foram posicionados no destilador de nitrogénio (Marconi MA-036) (Figura 8). O destilador
possui um recipiente para NaOH 10 mol/L. Para cada tubo foi adicionado, através do sistema
do destilador, um volume de 15 mL de NaOH. Foi colocado um Erlenmeyer com 10 mL de
solucdo receptora-indicadora (acido borico 2%, vermelho de metila 0,1%, verde de bromocresol
a0,1%) na saida do destilador, que devia ficar mergulhada na solu¢do. O equipamento foi ligado
e iniciado o aquecimento. A destilacdo se encerrou quando o Erlenmeyer com a solucéo
receptora-indicadora atingiu o volume de 50 mL. Entdo foi desligado o aquecimento e retirados
0 tubo de destilacdo e o Erlenmeyer. O residuo do tubo de destilagdo foi descartado em
recipiente preparado para armazenamento desse residuo. O contetdo do Erlenmeyer foi titulado
com H2S04 0,05 N até a mudanca de coloracdo de verde para rosea clara. Foram anotados 0s

volumes de solucdo 4cida gastos na titulacdo.

Calculo:

Vi — Vg) x 0,046 x 0,014 x 100
1

Onde:
Va = volume de solucéo acida gasta na titulagcdo da amostra;
Vg = volume de solugéo &cida gasta na titulacdo do branco;

P1 = massa de amostra.

Proteina Bruta = PB (%) = N (%) % 6,25
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Figura 8 - Destilador de nitrogénio Marconi MA — 036.

2.4.8 Extrato Etéreo (EE)

De acordo com Nogueira & Souza (2005) e Souza (2007), o extrato etéreo (EE)
corresponde a soma de gorduras e outras substancias, tais como fosfatideos, esterois e clorofila
que podem ser solubilizadas e extraidas pelo éter etilico ou éter de petréleo, a fragdo lipidica
neutra.

A determinacdo do extrato etéreo ¢ feita através da “lavagem” da amostra com éter
etilico ou éter de petréleo, nos quais os lipideos se solubilizam. Foi empregado um saco de filtro
de Teflon®, modelo ANKOM XT4, cuja porosidade é de 3 um e utilizou-se o equipamento
semiautomatico ANKOM XT15 (ANKOM Technology Corporation, Fairport, NY, EUA)
(Figura 9).

O filtro, identificado, foi mergulhado em éter para remover quaisquer resquicios de
gordura que poderiam interferir no resultado da extragéo. Os filtros foram levados a estufa por
3 horas. Apos esse tempo, foram retirados, colocados no dessecador para esfriamento e pesados.
Um grama de amostra foi pesado e acondicionado nos saquinhos. Os sacos de filtro foram
lacrados e pesados. Os sacos de filtro cheios foram, entéo, levados a estufa a 105 °C por 3 horas
e novamente pesados. Até 5 amostras, em triplicata, foram inseridas simultaneamente na
capsula de extragdo do equipamento. Utilizou-se éter de petroleo como solvente. A temperatura
e 0 tempo de extracdo foram ajustados para 90 °C e 60 minutos, respectivamente. Ao final do
processo de extracdo, os sacos de filtro foram levados novamente a estufa a 105 °C por 30

minutos e pesados. O teor de extrato etéreo da amostra foi calculado como:
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W (12)

EE (%) =

Onde:
W1 = massa da amostra
W> = massa de filtro mais amostra pos estufa

W3 = massa de amostra seca com o saco de filtro apds extracao

Figura 9 — Sistema de Extragdo de Oleos e Gorduras ANKOM XT-15

2.4.9 Nitrogénio N&o Proteico (NNP)

A fracdo NNP, composta principalmente de aménio, peptideos, aminoécidos e nitrato,
é determinada pela diferenca entre o nitrogénio total e o nitrogénio insolivel em &cido
tricloroacético (TCA) a 10% (m/v) (SOUZA; NOGUEIRA; BATISTA, 2006).

Para a determinacdo de NNP, utilizou-se uma massa de aproximadamente 200 mg de
amostra de racdo para peixe que apos ser pesada foi transferida para um tubo de polipropileno,
ao qual adicionou-se 20 mL de &gua destilada. Procedeu-se homogeneizacdo e o sistema foi
deixado em repouso por 30 minutos. Apds esse periodo, adicionou-se 4 mL de solugéo de TCA,
agitou-se e o sistema foi novamente deixado em repouso por 30 minutos. Por conseguinte, foi
realizada filtracdo, com auxilio de vacuo moderado, em papel de filtro Whatman 54®

(quantitativo — faixa preta) e o residuo foi lavado duas vezes com a solucdo de TCA. O papel
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de filtro, com o residuo, foi transferido para um tubo de digestao e procedeu-se a determinagao
de nitrogénio residual utilizando o procedimento de nitrogénio pelo método de Kjeldahl,
descrito anteriormente. Para a digestdo da amostra foi adicionado 5 mL de H2SOa.

O teor de nitrogénio solGvel em TCA (Ns-tca), que corresponde ao nitrogénio néo-

proteico, é calculado por diferenca: Ns-tca= Nt — Ni-ca.

2.5 Estudo de Homogeneidade da Amostra de Racao Para Peixe Candidata a RM

Dentre as etapas de preparo de um material de referéncia, a homogeneizagdo é uma
das mais criticas e pode-se dizer que a boa homogeneidade ¢é pré-requisito para um material de
referéncia. De acordo com 0 ABNT ISO GUIA 30:2016, um material de referéncia homogéneo
¢ definido como “material ou substancia na qual uma ou mais de suas propriedades apresentam
valores suficientemente homogéneos e bem estabelecidos, de modo que podem ser utilizados
na calibragdo de instrumentos e na avaliagdo da exatiddo do método proposto”. A
homogeneidade da amostra candidata a material de referéncia foi avaliada de acordo com os
procedimentos estatisticos recomendados pelo guia ABNT ISO GUIA 35:2012. O que interessa
é a homogeneidade aparente, ou seja, a mesma composicdo elementar média para a amostra e
qgue pode ser representada com baixos desvios padrdo em uma certa massa. Assim, foi
determinada a massa minima da aliquota a ser analisada, na qual a homogeneidade estaria
assegurada.

Para uma avaliacdo inicial da homogeneidade entre frascos foi realizada uma coleta de
espectros com o emprego de um espectrofotometro de infravermelho proximo (NIRS) da marca
BUCHI modelo NIR-Flex N-500. As analises foram realizadas em duplicata, sendo que os
espectros NIR foram obtidos no modo de reflectancia difusa, por meio do software Operator
1.2 (Buchi, Flawil, Suica), na faixa que abrange a regido espectral de 10.000 a 4.000 cm™, com
resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras por amostra. Para a avaliagio qualitativa da homogeneidade
e interpretacdo dos dados, realizou-se a analise de componentes principais (PCA) executada no
software Pirouette® 4.0. A normalizacdo dos espectros NIR foi utilizada como pré-tratamento
dos dados.

Para a realizagdo do estudo de homogeneidade entre frascos foram selecionados
aleatoriamente 10 frascos (13, 46, 64, 118, 135, 155, 206, 233, 269 e 287). A avaliagédo
estatistica dos resultados de homogeneidade foi realizada por meio da analise de variancia com
fator tnico (ANOVA) em um nivel de significancia de 5% (a=0,05). Dentre os 10 frascos
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selecionados, um (233) foi aleatoriamente escolhido para a retirada de 10 sub-amostras para
avaliacdo da homogeneidade intra-amostral.

2.5.1 Estimativa da massa minima

De acordo com o ABNT ISO Guia 35:2012, a quantidade minima de amostra €
determinada realizando-se um estudo de homogeneidade dentro do frasco para diferentes
porcdes de ensaio e a ABNT NBR ISO 17034:2017 recomenda estabelecer a massa minima
para a utilizacdo do candidato a material de referéncia. Esta € a por¢cdo minima de ensaio que,
quando tirada corretamente, pode ser considerada representativa do RM dentro da incerteza
certificada. Analisando um intervalo de diferentes massas da amostra, pode-se estimar a massa
minima do material.

Portanto para o estudo da massa minima para 0s macro e micronutrientes, para a ragdo
de peixe, selecionou-se aleatoriamente 1 frasco (frasco n°® 163) para determinar Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na, P e Zn. Foram avaliadas as massas de 100, 200, 250 e 300 mg. Ap6s decomposi¢do
assistida por radiacdo micro-ondas, as amostras foram avolumadas para 50 mL com agua
deionizada e os elementos foram quantificados por espectrometria de emissdo Optica com
plasma acoplado indutivamente (ICP OES), com calibracdo externa, empregando as condi¢fes
operacionais da Tabela 3.

A repetibilidade do método foi avaliada através do desvio padrao relativo, RSD e para
avaliar se existem diferencas significativas entre os resultados obtidos nas diferentes massas
utilizou-se a analise de variancia com fator inico (ANOVA) em um nivel de significancia de
5% (a=0,05).

2.6 Estudo de Estabilidade da Amostra de Racéo Para Peixe Candidata a RM
A estabilidade dos materiais de referéncia é um requisito essencial. Espera-se que 0s
materiais de referéncia tenham uma longa vida de prateleira, resistindo a degradacdo devido a
fatores como luz, oxidacdo, acdo de micro-organismos, etc. Para isso existem dois tipos
estabilidade a serem considerados na certificacdo de materiais de referéncia: a estabilidade ao
longo prazo (que simula o tempo de prateleira) e a estabilidade ao curto prazo (que simula a

estabilidade do material durante as condigdes de transporte).
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2.6.1 Estabilidade a Curto Prazo

O primeiro teste foi realizado em curta duracéo e a temperaturas elevadas, verificando
a estabilidade durante condicGes temporarias e extremas, como o transporte. Para este teste 3
(trés) frascos do candidato a RM foram selecionados aleatoriamente (7, 107 e 285) e
acondicionados dentro de um aparato em que a temperatura e a umidade foram controladas.

O aparato correspondeu a um recipiente de vidro com tampa, dentro do qual foram
adicionados cerca de 2 L de agua e 4 frascos de vidro. Sobre os frascos abertos foi fixada uma
peneira para servir de superficie uniforme de suporte para os frascos a serem avaliados. A agua,
inserida no sistema, foi a responsavel pela garantia de umidade relativa 100 + 4%. O aparato
com os frascos foi colocado dentro de uma estufa com temperatura controlada, fixada em 37 =
3°C (Figura 10).

O sistema foi mantido por 4 semanas, com avaliacdo diaria de temperatura e umidade,
com auxilio de um termohigrémetro. Apds este periodo, foram retiradas amostras de cada frasco
para andlise de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn por ICP OES e dos parametros
bromatologicos, em triplicata para cada frasco. A avaliacdo estatistica dos resultados foi obtida
por meio de regressdo linear simples e os calculos das incertezas foram realizados conforme o
ABNT ISO Guia 35.

Figura 10 - Experimento de estabilidade em curto prazo, 37 + 3°C e 100 + 4% de umidade relativa.
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2.6.2 Estabilidade a Longo Prazo

O segundo teste foi o de longa duracdo e com temperatura ambiente (cerca de 25 °C),
sendo realizado a fim de acompanhar a estabilidade do material sob condi¢cdes adequadas de
armazenamento. A estabilidade a longo prazo, assim como o teste de homogeneidade, € crucial
no processo de producao de uma amostra candidata a material de referéncia. O teste ir& garantir
qual periodo para o qual os valores certificados estdo garantidos, ou seja, 0 seu tempo de
prateleira.

Para a realizacdo deste teste foram escolhidos, aleatoriamente, 10 frascos do total
armazenado (8, 40, 76, 99, 115, 162, 190, 220, 251 e 279), sendo amostrados em intervalos de
3 meses apos 0 envase até que se completasse um ano. Dentro do periodo indicado foi realizada
a quantificacdo dos analitos em estudo, em triplicata. Apos esse periodo, o teste comecgou a ser
repetido a cada 6 meses, até completar trés anos do preparo do material e anualmente, apds 0s
primeiros trés anos.

A avaliacdo da estabilidade a longo prazo do material foi feita pela analise de residuos
da regressdo em conjunto com a analise de variancia com fator inico (ANOVA) em um nivel
de significancia de 5% (a=0,05). Os célculos das incertezas foram realizados conforme o ABNT
ISO Guia 35.

2.7 Ensaio Colaborativo

O ABNT ISO GUIA 35 estabelece quatro abordagens tecnicamente validas para
caracterizar o material de referéncia. Tais abordagens incluem a realizacdo de medicOes
empregando-se: um método primario, definitivo em um Unico laboratério; por dois ou mais
métodos de referéncia independentes em um laboratério; por uma rede de laboratérios
qualificados, que utilizam um ou mais métodos de exatiddo demonstravel; uma abordagem de
método especifico que forneca apenas valores de propriedades avaliados para este método
(estudo interlaboratorial). Neste trabalho foi empregado, para a caracterizacdo, 0 ensaio
colaborativo, que forneceu valores de propriedades avaliados atraves de uma rede de

laboratorios.
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Os frascos contendo o material de ragcdo para peixe candidato a material de referéncia
foram distribuidos durante o0 Workshop Anual “Ensaio de Proficiéncia para Laboratorios de
Nutricdo Animal — EPLNA?”, realizado nas dependéncias da Embrapa Pecuaria Sudeste. Optou-
se por este procedimento em razéo de os laboratdrios fazerem este tipo de analise em materiais
semelhantes de maneira rotineira e, como participantes de ensaio de proficiéncia, terem seu
desempenho avaliado continuamente e, em caso de surgirem problemas analiticos, esses podem
ser corrigidos de maneira imediata. Laboratorios com melhor desempenho, avaliado pelo
EPLNA, foram convidados a participar do ensaio colaborativo. Desses, cerca de 49 laboratorios
concordaram em participar e receberam um ndmero interno e um frasco do material candidato
previamente preparado, contendo cerca de 85g e a descrigdo das agOes a serem feitas. Destes
laboratdrios de 10 a 49 mandaram os resultados (dependendo do parametro), entre eles,
empresas da iniciativa privada, instituicGes de pesquisa estatais e de ensino superior. Foi
solicitada a realizacdo de analise em 6 (seis) replicatas para as determinacdes de matéria seca
(MS), cinzas, proteina bruta (PB), fibra em detergente acido (FDA), fibra em detergente neutro
(FDN), fibra bruta (FB), extrato etéreo (EE), lignina, nitrogénio ndo proteico (NNP), e os macro
e micronutrientes (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn), de acordo com os procedimentos de
rotina de cada laboratério, devendo os resultados serem informados individualmente (resultados
para todas as réplicas, ndo somente as médias), bem como todos os procedimentos utilizados.

O tratamento dos resultados do ensaio colaborativo foi realizado através de diversas
ferramentas estatisticas como o teste de Grubbs, teste de Cochran e a analise de variancia
ANOVA.

As técnicas analiticas que foram utilizadas para a determinagdo dos elementos de
interesse nos laboratdrios que efetivamente participaram do ensaio colaborativo enviando os
resultados foram FAAS, ICP OES e INAA.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Distribuicdo do Tamanho de Particula

Na Figura 11 apresenta-se o perfil de distribuicdo granulométrica tipica do material de
racdo para peixe candidato a material de referéncia. Observa-se apenas um pico na curva, isto
significa que a distribuicdo do tamanho de particula do material tem uma distribuicéo
homogénea. Este resultado € muito importante, pois distribui¢cdes granulométricas multimodais

podem inviabilizar a homogeneidade do material candidato a RM. O estudo mostrou que 10%
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das particulas apresentavam diametro inferior a 38 pum, 50% inferior a 281 um e 90% das

particulas apresentavam didmetro inferior a 625 pm.

Figura 11 - Curva da distribuicdo granulométrica do material de racéo para peixe candidato a material

de referéncia.
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3.2 Determinacdo da Umidade Residual

Foram sorteados aleatoriamente 3 frascos (33,120 e 247) e o teor de umidade residual
foi determinado em amostra de massa de 1g, aproximadamente, seco em estufa a 105°C por 24
h. Foi observado o resultado médio de 5,43 + 0,20 % (n=18). Na Tabela 5 € apresentada a

umidade residual realizado em trés frascos do material de racdo para peixe candidato RM.

Tabela 5 — Umidade residual do candidato RM de rac&o para peixe determinada em estufa a 105°C por

24 h.
Frascos Umidade Residual (%0)* NUmero de Determinagdes
Frasco 33 5,32+0,26 6
Frasco 120 5,60+0,11 6
Frasco 247 5,37 £ 0,06 6
Média 543+0,20 18

*média e desvio padrao
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3.3 Limites de Deteccdo e Quantificacdo e Anélises de CRMs

O Limite de Deteccdo (LOD) equivale a menor concentracdo do analito de interesse
que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado. O Limite de Quantificacdo
(LOQ) é definido como a menor concentragdo do analito, que pode ser quantificada na amostra,
com exatiddo e precisao aceitaveis, sob as condi¢Ges experimentais adotadas. O LOD e 0 LOQ
podem ser estimados por meio do sinal/ruido, do desvio-padréo e por processos estatisticos.
Estes limites foram calculados considerando-se as medidas da raz&o do sinal analitico/sinal de
fundo (SBR) e a concentragdo do analito que produz um sinal liquido equivalente a intensidade
do sinal de fundo (BEC). Foram utilizadas as equagdes 13 e 14 para os calculos dos limites de
LOD e LOQ (THOMSEN et al., 2000; BOSSU, 2013):

3 x RSD x BEC (13)
LOD =
100
10 x RSD x BEC (14)
LOQ =
¢ 100

Onde RSD é o desvio padrdo relativo do branco analitico, para 10 leituras de réplicas
verdadeiras, e BEC, background equivalent concentration, é a concentracdo equivalente ao

sinal de fundo, sendo calculada conforme a equagdo 15:

_ G (15)
BEC = SBR

A razdo do sinal analitico/sinal de fundo, signal to background ratio (SBR), foi calculada de

acordo com a equacdo 16:

SBR = I — I (16)
Ip

Onde:

RSD ¢ o desvio padrao relativo do branco analitico;

Cs € a concentracdo da solucéo de referéncia mais concentrada;

Isr € a intensidade de emissdo da solucdo de referéncia mais concentrada;

In é a intensidade de emissdo do branco;
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Os limites de deteccdo e quantificagdo calculados com base nas equagdes acima, assim
como a faixa linear estéo apresentados na Tabela 6. A faixa linear corresponde ao intervalo de
massas ou concentracdes no qual se pode construir uma curva analitica linear.

Para avaliar e selecionar a linha de emissdo e a configuracdo do equipamento, para
cada elemento, foram verificadas as intensidades relativas, todavia este pardmetro nao é
suficiente para determinar a condi¢do mais adequada para as determinacgdes analiticas. Deste
modo, foram calculados os valores de SBR, BEC, LOQ e LOD, conforme equacdes 13 a 16,
para as configuracfes axial e radial. Para cada elemento foi escolhida a condi¢do em que se
obteve 0 menor limite de deteccdo e o maior valor de SBR, uma vez que quanto maior o valor

deste parametro, menor serd a contribuicdo do sinal de fundo para a analise.

Tabela 6 — Limites de deteccdo, faixa linear, comprimento de onda e orientacdo da tocha na
determinagdo da fracdo de massa dos elementos Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn, por ICP
OES, na racao para peixe candidata a RM.

Elemento Comprimento de  Orientacdo Faixa linear LOD R?
onda (nm) da tocha (mg kg?) (mg L?)

Ca 422,673 radial 1-100 0,024 0,9999
Cu 324,754 radial 0,01-1 0,003 0,9999
Fe 238,204 radial 0,01-10 0,003 0,9998
K 766,49 axial 5-100 0,003 0,9989
Mg 280,270 radial 1-50 0,003 0,9978
Mn 257,610 radial 0,01-1 0,007 0,9999
Na 589,592 axial 1-50 0,015 0,9994
P 213,618 axial 1-50 0,023 0,9995
Zn 213,856 radial 0,01-5 0,001 0,9999

Para validacdo do método, foram utilizados dois materiais de referéncia certificados:

NIST SRM 1566b — Oyster Tissue e NIST SRM 1573a — Tomato Leaves. Foram escolhidas trés
linhas de emissdo em ICP OES para cada elemento, sendo definidas para os estudos
subsequentes as linhas que apresentaram os menores valores de coeficiente de variacdo e 0s
melhores valores de recuperacdo em relacdo aos materiais de referéncia certificados avaliados.
Na Tabela 7 séo apresentados os resultados obtidos, em base seca, para Ca, Cu, Fe, K,

Mg, Mn, Na, P e Zn, com recuperacdes entre 91 e 108%, garantindo assim uma boa exatidao

nos resultados.
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Tabela 7 - Média dos teores obtidos para os materiais de referéncia certificados NIST 1566b e 1573a
(n=3), determinados por ICP OES (base seca).

NIST 1566b - Oyster Tissue (OT) NIST 1573a- Tomato Leaves (TL)
Elemento Determinado £ Recuperacao Valor Determinado  Recuperacgéo Valor
SD (%) certificado +SD (%) certificado
Ca 0,838 £ 0,505 £
(g kg 0,83+0,04 99 0,020 0,54 £ 0,04 107 0,09
Cu 1 76,6 +1,1 107 71616 4,81 +0,23 102 4,70+0,14
(mg kg™)
Fe 1 201,1+£11 98 205,8 £ 6,8 368,111 100 368 +£7
(mg kg™)
9 I}<<g'1) 6,22 + 0,01 95 6,52 + 0,09 289+0,1 107 27+0,5
Mg 1,085 + *
(g kg 1,07 +£0,01 99 0,023 11,44 £0,01 95 12
Mn 1 20,05 + 0,22 108 185+0,2 250,47 +£1,15 102 246+ 8
(mg kg™)
Na (g kg
paraOTe 3,297 +
mg kg™ para 3,15+£0,01 96 0,053 1501 110 1364
TL)
P
- - - 1,96 £ 0,01 91 2,16 £ 0,04
(g kg?)
Zn 1474 +1 104 1424446 30,82 +024 100 30,9+ 0,7
(mg kg™)

* Valores informativos.

3.4 Estudo de homogeneidade da amostra de ragéo para peixe

3.4.1 Avaliacao Inicial

Para a avaliacdo e interpretacdo dos dados, foi utilizada analise multivariada de
componentes principais (PCA) executada no Software Pirouette® 4.0. Antes de efetuar estas
analises, os espectros de NIR foram normalizados, a primeira derivada foi aplicada e, entdo, 0s
espectros foram centrados na média.

Baseado na avaliacdo da homogeneidade pela PCA, pode se afirmar que com cinco
componentes principais que é possivel descrever 59,5% da variabilidade dos dados, sendo que
as duas primeiras componentes principais representam 34,7% da variancia explicada para a
avaliacdo entre frascos. Tendo em vista que a PCA possibilita 0 agrupamento de amostras com
composi¢do quimica similar, avaliada pelos espectros NIR, o grafico de scores para a avaliagdo
entre frascos (Figura 12a), sugere uma boa correlagdo entre os frascos e suas repeti¢cées, num
intervalo de 95% de confianca (intervalo delineado pela elipse no grafico de scores). Para a
verificacdo de outliers foi empregado o método da verificacdo da distancia de Mahanalobis e,

de acordo com a Figura 12b, nenhum outlier foi identificado e nenhuma das amostras
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apresentou alto residuo. Para a avaliagdo intra-frasco (Figura 13) foi possivel observar uma
distribuicdo aleatéria das 10 replicatas em termos de scores, indicando que nenhum

agrupamento foi formado. Este resultado sugere a homogeneidade da amostra de racdo para
peixe candidata a material de referéncia.

Figura 12 — (a) Grafico de scores com as duas componentes principais da avaliagdo de homogeneidade
entre frascos; (b) Gréfico para deteccdo de outliers.
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Figura 13 — Grafico de scores com as duas componentes principais da avaliacdo de homogeneidade
intra-frasco.
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3.4.2 Estudo da homogeneidade intra-frasco
Este teste verifica se ha diferenca entre as por¢gdes amostradas dentro de um mesmo
frasco. Foram realizadas 10 determinacdes aleatdrias de réplicas verdadeiras, conforme
procedimento descrito no item 2.3, com o frasco selecionado, empregando massa de 250 mg.

Os resultados das determinag0es estdo na Tabela 8.
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Para cada analito foi realizado teste de Grubbs para identificacdo de dados andmalos
e exclusdo de outliers significativos.

No teste de Grubbs (G) compara-se o valor da razdo entre a diferenca de cada resultado
(Xi) com a média de todos os resultados (x) em relagdo ao desvio padrio (s). Se o valor de “G”
€ maior que o valor critico correspondente a valores tabelados o valor suspeito é considerado
como outlier a um nivel de significancia de 95% (SILVA, 2016; VERHALEN, 2014).
_ |(xi - x_)| (17)

S

Nenhum outlier foi encontrado, a um nivel de 95% de confianca sugerindo que 0s

G

dados sdo homogéneos.

Tabela 8 — Resultados das réplicas do teste de homogeneidade intra-amostral.

Ca (g kg") Cu (mg kg™) Fe (mg kg™) K (g kg™ Mg (g kg™

Média G Gerit Média G Gerit Média G Gerit Média G Gerit Média G Gerit

1 2818 006 229 1146 090 229 24718 039 229 579 047 229 143 124 229
2 2813 002 229 1210 150 229 23558 068 229 588 135 229 147 053 2729
3 3015 157 229 1159 041 229 25033 069 229 584 055 229 148 098 2729
4 2796 011 229 1214 165 229 25471 109 229 577 087 229 146 009 2729
5 30,13 1,56 229 1137 1,24 229 24224 006 229 587 1,15 229 148 098 229
6 2882 055 229 1161 034 229 23798 046 229 575 127 229 143 124 229
7 2727 064 229 1164 023 229 23576 067 229 579 047 229 146 0,09 229
8 2729 063 229 1174 015 229 26271 1,83 229 578 067 229 145 0,36 229
9 2617 149 229 1189 0,71 229 22646 153 229 578 067 229 143 124 229
10 2696 088 229 1146 090 229 23643 0,60 229 58 135 229 149 142 229
Mn (mg kg™) Na (g kg™) P (gkg?) Zn (mg kg™)

Média G Goit Média G Goit Média G Geit Média G Gerit
1 1600 1,20 229 207 164 229 1389 108 229 12355 099 229
2 1749 102 229 210 123 229 1385 1,12 229 12398 053 2,29
3 1613 101 229 219 003 229 1458 036 229 12389 063 2,29
4 1708 041 229 213 081 229 1344 154 229 12485 040 2729
5 1642 057 229 218 011 229 1640 152 229 12511 0,68 2,29
6 1639 062 229 223 059 229 1532 040 229 12363 091 2,29
7 1769 132 229 220 017 229 1559 0,68 229 12574 1,35 2,29
8 17,85 156 229 228 128 229 1538 047 229 12389 063 2,29
9 1642 057 229 229 142 229 1501 008 229 12394 057 2,29
10 1658 034 229 221 031 229 1584 094 229 12618 1,83 2,29
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3.4.3 Estimativa da massa minima de amostra

Este estudo foi realizado utilizando um frasco, selecionado aleatoriamente, para
verificar a existéncia de diferenca entre as por¢cdes amostradas dentro de um mesmo frasco.

Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados da média das concentragdes obtidos por
ICP OES a partir de diferentes massas de amostra (100 mg, 200 mg, 250 mg e 300 mg), em trés

sub-amostras.

Tabela 9 — Fragdes de massa de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn, obtidas nas por¢des amostradas em
digestdo em micro-ondas com cavidade (n=3).

Elementos 100 mg (mzSD) I?(ys()l)j frggSng) I?OS/O? (ng(i)Sng) I?;S 322;13% I?;(S
Ca(g kg 29,93+ 1,52 507 30,00+068 225 2957+051 1,73 31,09+218 6,99
Cu (mg kg™) 11,51+ 0,38 334  1044+043 415 1037+017 166 1055+026 2,42
Fe(mgkg')  267,75+57,93 2164 247,65+3,78 153 24757+160 065 241,05+1527 6,34
K (gkg?) 5,70 + 0,05 085 615+006 097 623+001 0,18 6,28 + 0,05 0,83
Mg (g kg™?) 1,36 + 0,02 1,37 1,47+0,01 052 1,502+0,001 0,06 1,55+ 0,01 0,57
Mn (mg kg 17,11 +0,58 337 1695+065 382 1992+014 0,70 1832+0,13 0,72
Na (g kg™) 2,15+ 0,01 051  220+002 101 2254+0004 0,16 2,30 + 0,04 1,68
P (g kg™) 15,68+ 0,36 232 1565+030 194 1559+014 0,88 16,07+1,05 6,52
Zn(mgkg")  12834+101 0,79 126,76+041 115 126,09+041 033 12698+053 0,42

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) de fator Gnico dentro de um intervalo
de confianga de 95% (a = 0,05) para avaliar se existem diferengas entre as quatro massas
amostradas. Para avaliagdo comparou—se o valor de Feritico em relagéo ao valor do Feaiculado para
cada elemento. Como foi verificada variacdo na concentracdo obtida em funcdo da massa da
sub-amostra utilizada para os elementos, o teste ANOVA foi repetido, ap6s avaliagdo com teste
Grubbs e remocdo dos outliers significativos (para Mg), até que o conjunto de dados fosse
aprovado no teste de igualdade de massas. A Tabela 10 apresenta os dados estatisticos da
ANOVA e a Tabela 11 apresenta a avaliacdo para Mg, apés a exclusdo de outliers. Mesmo com
a exclusdo de dados o valor de Feritico, para Mg, se manteve menor em relacdo ao valor do
Fcalculado.

Uma vez que ndo se pode definir a massa minima pela avaliacdo de diferencas, foi
definida a quantidade que resultou no menor desvio padréo relativo (RSD). Dessa forma, foi
estabelecida a massa de 250 mg para os estudos subsequentes, apenas para 0S macro e

micronutrientes, sendo obtidos os menores desvios para os elementos avaliados.
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Ademais, cabe enfatizar que, conforme disposto no ABNT ISO GUIA 33, para certos
CRM, o nivel de homogeneidade tem sua validade associada a uma massa definida, apresentada
no Certificado de Analises do CRM, de modo que o usuério deve estar ciente de que a utilizacao
de uma porcéo de ensaio que ndo atenda ou que exceda aquela especificacdo pode aumentar
significativamente a contribuicdo da ndo homogeneidade do CRM para a incerteza da
propriedade especificada, até o ponto em que os pardmetros estatisticos da certificacdo ndo séo

mais validos.

Tabela 10 — Dados ANOVA fator Gnico para a estimativa da massa minima da racéo candidata a RM.

Elemento  Fonte da variacédo SQ gl MQ Feaculado ~ Valor-p - Feritico
Entre frascos 3,878 3 1,293 0,667 0,596 4,066
Ca Dentre frascos 15,513 8 1,939
Total 19,391 11
Entre frascos 2,567 3 0,856 7,955 0,009 4,066
Cu Dentre frascos 0,861 8 0,108
Total 3,428 11
Entre frascos 1208,149 3 402,716 0,447 0,726 4,066
Fe Dentre frascos 7211,784 8 901,473
Total 8419,933 11
Entre frascos 0,646 3 0215 98,393 0,000 4,066
K Dentre frascos 0,018 8 0,002
Total 0,664 11
Entre frascos 0,048 3 0016 132,776 0,000 4,066
Mg Dentre frascos 0,001 8 0,000
Total 0,049 11
Entre frascos 17,01 3 5,67 28,78 0,000 4,066
Mn Dentre frascos 1,58 8 0,20
Total 18,59 11
Entre frascos 0,039 3 0,013 24,831 0,000 4,066
Na Dentre frascos 0,004 8 0,001
Total 0,044 11
Entre frascos 0,430 3 0,143 0,428 0,738 4,066
P Dentre frascos 2,679 8 0,335
Total 3,109 11
Entre frascos 8,036 3 2,679 2,980 0,096 4,066
Zn Dentre frascos 7,191 8 0,899
Total 15,227 11

SQ: Soma Quadratica; g.l.: Grau de Liberdade; MQ: Média Quadratica; F critico para a = 0,05
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Tabela 11 — Dados da ANOVA fator Unico para a estimativa da massa minima da amostra candidata a

material de referéncia, apds excluséo de dados.

Elemento Fonte da variagéo SQ gl MQ Feacuado ~ Valor-p  Feritico
Entre frascos 0,044 3 0,015 107,875 0,000 4,757
Mg Dentre frascos 0,001 6 0,000
Total 0,045 9

SQ: Soma Quadraitica; g.l.: Grau de Liberdade; MQ: Média Quadrética; F critico para a = 0,05

3.4.4 Estudo da homogeneidade entre frascos

Para este estudo, foram pesadas massas de 250 mg de amostra, em triplicata, de cada
um dos 10 frascos selecionados, em frascos de digestao, sendo adicionados 6 mL de HNO3 50%
e 2 mL de H202 30% (m/v) e realizado o preparo conforme citado anteriormente e a anélise dos
parametros bromatoldgicos e a quantificacdo dos macro e micronutrientes por ICP OES.

Para avaliar se hd ou ndo homogeneidade no lote de frascos preparados do material de
racdo candidato a material referéncia, foi utilizado ANOVA fator Gnico no nivel de
significancia de 5% (o= 0,05), como ferramenta estatistica. A ANOVA verifica se ha diferengas
significativas nas concentracdes dos elementos ao longo dos frascos, por meio do teste F.
Portanto quando 0 Fcaiculado fOr menor que o Feritico, Se aceita que ha homogeneidade entre as
amostras em um nivel de confianca de 95%.

As Figuras 14 e 15 representam a homogeneidade entre frascos para cada parametro
avaliado. Nelas sdo apresentadas as réplicas e os limites superiores e inferiores (linha vermelha)
e central (linha preta).
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Figura 14 - Homogeneidade entre os frascos para os parametros bromatolégicos: (a) MS; (b) Cinzas; (c)
PB; (d) FDN; (e) FDA; (f) Lignina; (g) FB; (h) EE; (i) NNP. Continuacédo
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Figura 15 - Homogeneidade entre os frascos para 0s macro e micronutrientes: (a) Ca; (b) Cu; (c) Fe; (d)
K; (e) Mg; (f) Mn; (9) Na; (h) P e (i) Zn.
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Figura 15 - Homogeneidade entre os frascos para 0s macro e micronutrientes: (a) Ca; (b) Cu; (c) Fe; (d)
K; (e) Mg; (f) Mn; (g) Na; (h) P e (i) Zn. Continuagédo
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Os gréficos de controle servem para sinalizar alguma anormalidade decorrente do
comportamento do processo que esta sendo executado, onde a partir da sua média podemos
atribuir uma variacdo de +- 3 desvios padrdo para determinar 0s seus limites superiores e
inferiores de controle. A area interna de flutuacdo dos pontos (entre + 3 e - 3 desvios, incluindo
a média) é chamada de regido de varia¢do de causa comum do processo, enquanto que a area
externa (acima do limite superior ou abaixo do limite inferior de controle) é chamada de regido
de variacdo de causas especiais. A existéncia de pontos na regido de variacdo de causas
especiais significa dizer que o processo esta descontrolado e que existem variaveis que
necessitam de investigacao tais como, mado de obra sem treinamento, maquinas com problemas,
instrumentos de medicgdo descalibrados, métodos ineficientes, influéncias negativas do meio
ambiente ou material inadequado utilizado no processo. Pode se observar que os dados variam
dentro da regido de interesse de causa comum. Na maioria dos graficos, nenhum ponto
ultrapassa as linhas vermelhas denominadas de limites superior e inferior de controle, de forma
que pode se concluir que o processo esta controlado e o material candidato a RM pode ser
considerado homogéneo. As excec¢des sdo cinzas e lignina, que apresentam um ponto fora do
limite superior, para um dos frascos avaliados.

Primeiramente, realizou-se a avaliacdo da existéncia de valores extremos no conjunto
de resultados, aplicando-se o teste de Grubbs para identificagéo de dados an6malos e a excluséo
de outliers significativos. Foram observados alguns dados extremos para Fe e Zn, que foram
eliminados para a obtencdo dos valores médios para cada frasco. A avaliacdo estatistica dos
resultados foi obtida utilizando-se a analise de variancia com fator unico (ANOVA) no nivel de
significancia de 5% (a=0,05), considerando-se valor critico de Fo 20 (a=0,05)= 2,39 € 0 Feritico fOI
comparado ao Fcaiculado. A hipOtese nula Ho é utilizada quando ndo ha diferenca significativa
entre os valores das determinacdes, em um intervalo de confianca de 95%. Enquanto que Hy, a
hipdtese alternativa, € utilizada quando ha diferenca significativa, para 0 mesmo intervalo de
confianca. Tendo isto em vista, se Feritico for maior que 0 Fealculado, @ hipOtese nula é aceita e o
material € considerado homogéneo, enquanto que quando Feritico € menor que 0 Feaiculado, O
material ndo é considerado homogéneo. As Tabelas 12 e 13 apresentam os dados da ANOVA
fator tinico no nivel de significancia de 5% (o = 0,05) para os pardmetros avaliados.

Ademais, foram calculados os valores das incertezas da homogeneidade (unb) € 0 valor-

p, conforme o ABNT ISO GUIA 35:2012, usando as equacdes 1 e 2 citadas inicialmente.
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Tabela 12 — Dados ANOVA fator Unico para a avaliacdo da homogeneidade entre frascos da racéo

candidata a RM para os parametros bromatologicos.

Parametro Fonte da variacéo SQ o] MQ Feacuado ~ Valor-p  Feritico
Entre frascos 9,033 9 1,004 4,714 0,002 2,393
MS Dentre frascos 4,258 20 0,213
Total 13,291 29
Entre frascos 1,022 9 0,114 0,736 0,672 2,393
Cinzas Dentre frascos 3,084 20 0,154
Total 4,106 29
Entre frascos 5,353 9 0,595 0,998 0,472 2,393
PB Dentre frascos 11,917 20 0,596
Total 17,270 29
Entre frascos 5,741 9 0,638 1,422 0,244 2,393
FDN Dentre frascos 8,975 20 0,449
Total 14,716 29
Entre frascos 34,644 9 3,849 0,743 0,667 2,393
FDA Dentre frascos 103,594 20 5,180
Total 138,238 29
Entre frascos 0,593 9 0,066 1,069 0,426 2,393
Lignina Dentre frascos 1,233 20 0,062
Total 1,826 29
Entre frascos 5,729 9 0,637 0,597 0,784 2,393
FB Dentre frascos 21,316 20 1,066
Total 27,044 29
Entre frascos 3,142 9 0,349 1,417 0,246 2,393
EE Dentre frascos 4,926 20 0,246
Total 8,068 29
Entre frascos 0,345 9 0,038 2,670 0,032 2,393
NNP Dentre frascos 0,287 20 0,014
Total 0,631 29
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Tabela 13 — Dados ANOVA fator Unico para a avaliacdo da homogeneidade entre frascos da racéo

candidata a RM para 0s macro e micronutrientes.

Elemento Fonte da variacao SQ o] MQ Fcaicuado ~ Valor-p Feritico
Entre frascos 11,734 9 1,304 1,771 0,137 2,393
Ca Dentre frascos 14,720 20 0,736
Total 26,455 29
Entre frascos 1,844 9 0,205 0,724 0,682 2,393
Cu Dentre frascos 5,661 20 0,283
Total 7,505 29
Entre frascos 2434,077 9 270453 1,739 0,148 2,4227
Fe Dentre frascos 2954,466 19 155,498
Total 5388,544 28
Entre frascos 0,164 9 0,018 3,441 0,010 2,393
K Dentre frascos 0,106 20 0,005
Total 0,271 29
Entre frascos 0,016 9 0,002 1,374 0,264 2,393
Mg Dentre frascos 0,025 20 0,001
Total 0,041 29
Entre frascos 14,545 9 1,616 1,974 0,099 2,393
Mn Dentre frascos 16,373 20 0,819
Total 30,918 29
Entre frascos 0,044 9 0,005 1,959 0,101 2,393
Na Dentre frascos 0,049 20 0,002
Total 0,093 29
Entre frascos 3,320 9 0,369 2,814 0,026 2,393
P Dentre frascos 2,622 20 0,131
Total 5,941 29
Entre frascos 49,278 9 5,475 9,395 4,94E-05 2,494
Zn Dentre frascos 9,907 17 0,583
Total 59,185 26

SQ: Soma Quadratica; g.l.: Grau de Liberdade; MQ: Média Quadritica; F critico para o = 0,05

Foi possivel observar que o lote de ragdo para peixe pode ser considerado homogéneo
para as analises de cinzas, PB, FDN, FDA, Lignina, FB, EE e Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Na, uma

vez que nao foi verificada diferenca estatistica significativa no nivel de confianca de 5% (Tabela
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14). Para MS, NNP, K, P e Zn houve diferenca significativa e, nesse enfoque, deve ser
considerado o grau de heterogeneidade para esses parametros (Fcaiculadok™>Feritico = 3,44>2,39;
Fealcutador>Feritico = 2,81>2,39 € Fcalculadozn>Fcritico = 4,02>2,39)-

Tabela 14 — Resumo da avaliacdo estatistica para o estudo de homogeneidade.

Parametro Feritico Fealculado Ubb Valor-p

MS 2,39 4,71 0,51 0,002
Cinzas 2,39 0,74 0,13 0,67
PB 2,39 1,00 0.25 0,47
FDN 2,39 1,42 0,25 0,24
FDA 2,39 0,74 0,74 0,67
Lignina 2,39 1,07 1,07 0,43
FB 2,39 0,60 0,34 0,78
EE 2,39 1,42 0,19 0,25
NNP 2,39 2,67 0,09 0,03
Ca 2,39 1,77 0,447 0,14
Cu 2,39 0,72 0,175 0,68
Fe 2,39 1,83 6,40P 0,12
K 2,39 3,44 0,07° 0,01
Mg 2,39 1,37 0,01° 0,26
Mn 2,39 1,97 0,520 0,10
Na 2,39 1,96 0,03° 0,10

P 2,39 2,81 0,28° 0,03
Zn 2,39 4,02 1447 0,01

a: g kg*; b: mg kg?

Com base na Tabela 14, podemos, ainda, afirma que os valores obtidos para o valor-p
que resultaram maiores que 0,05 reiteram a aceitacao da hipdtese nula, Ho, dos testes aplicados
no intervalo de 95% de confianga, confirmando que o material candidato a RM de racéo para

peixe pode ser considerado homogéneo para os parametros que atenderam esse quesito.
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3.5 Estudo de Estabilidade

3.5.1 Estabilidade a Curto Prazo

Cada um dos 3 (trés) frascos selecionados para este teste (007, 107 e 285) foi dividido
em duas porcdes. A primeira por¢do de cada frasco foi acondicionado em um aparato com
temperatura e umidade controladas, enquanto que o a segunda porgéo, denominada “controle”,
permaneceu, durante todo o tempo do estudo, armazenado a temperatura ambiente. O sistema
montado foi mantido por 30 dias sob 37+£3°C e 100+4% de UR, com monitoramento diario.
Apds a desmontagem do sistema as amostras foram preparadas em triplicata para a leitura em
ICP OES dos macro e micronutrientes e para a realizacdo das analises bromatologicas.

A seguir sdo apresentadas as Figuras de 16 a 33, que representam 0s estudos, para 0s
parametros bromatoldgicos e para Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn, com as réplicas (n=3)
para cada frasco, juntamente com o controle

Foi realizada analise de variancia ANOVA de fator Gnico e 0 Fcaiculado fOi comparado

com 0 Feritico.

Figura 16 — Estabilidade a curto prazo para Matéria Seca - MS.
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Figura 17 — Estabilidade a curto prazo para Cinzas.
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Figura 18 — Estabilidade a curto prazo para Proteina Bruta — PB.
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Figura 19 — Estabilidade a curto prazo para Fibra em Detergente Neutro - FDN.
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Figura 20 — Estabilidade a curto prazo para Fibra em Detergente Acido - FDA.
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Figura 21 — Estabilidade a curto prazo para Lignina.
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Figura 22 — Estabilidade a curto prazo para Fibra Bruta — FB.
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Figura 23 — Estabilidade a curto prazo para Extrato Etéreo - EE.
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Figura 24 — Estabilidade a curto prazo para Nitrogénio Nao Proteico - NNP.
NNP
2

(%)
o
o
L 4
wn €D

Frascos

Figura 25 — Estabilidade a curto prazo para calcio.
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Figura 26 — Estabilidade a curto prazo para cobre.
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Figura 27 — Estabilidade a curto prazo para ferro.
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Figura 28 — Estabilidade a curto prazo para potassio.
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Figura 29 — Estabilidade a curto prazo para magnésio.
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Figura 30 — Estabilidade a curto prazo para manganés.

20

18

16

Concentragdo (mg/kg)

Mn (mg/kg)
# Frasco 007 - Controle
# Frasco 007
# Frasco 107 - Controle
* ¢
$ $ # Frasco 107
. [
L
# Frasco 285 - Controle
Frasco 285
1 2 3 4 5 6
Frascos

Figura 31 — Estabilidade a curto prazo para sodio.
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Figura 32 — Estabilidade a curto prazo para fésforo.
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Figura 33 — Estabilidade a curto prazo para zinco.
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Graficamente, ndo sdo observadas diferencas consideraveis entre as concentracfes dos
elementos estudados dos frascos que foram submetidos a 37°C e 100% umidade relativa em
relacao aos seus respectivos frascos controle (temperatura ambiente). Para avaliar a estabilidade
a curto prazo dos elementos do material de racdo candidato a material referéncia foi utilizado
ANOVA fator tnico no nivel de significancia de 5% (o = 0,05) como ferramenta estatistica,
como indicado na Tabelas 15.

A avaliagdo da estabilidade a curto prazo foi realizada pela analise de variancia de
fator unico (ANOVA) e por analise de regressdao simples, sendo possivel observar que
Feritico>Fcalculado Para a maioria dos parametros bromatolégicos e para Ca, Cu, Fe, K, Mn, P e
Zn, enquanto que para MS, FDA, Mg e Na Feritico<Fcalculado 0 que ndo deve ser encarado como
um limitante no uso do RM, tornando necesséria a realizacdo deste controle durante todo o

periodo de uso do material.
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Tabela 15 - Dados da ANOVA fator unico dos frascos armazenados a 37°C e UR de 100% por um més,

para o estudo de estabilidade a curto prazo da amostra candidata a RM.

Parametro Fonte da variacdo SQ gl MQ F calculado  Valor-P  Fcritico
Entre frascos 1,05 5 0,21 5,27 0,01 3,11
MS Dentro dos frascos 0,48 12 0,04
Total 1,53 17
Entre frascos 0,26 5 0,05 0,85 0,54 3,11
Cinzas Dentro dos frascos 0,72 12 0,06
Total 0,98 17
Entre frascos 0,10 5 0,02 0,71 0,63 3,11
PB Dentro dos frascos 0,34 12 0,03
Total 0,44 17
Entre frascos 16,19 5 3,24 2,56 0,08 3,11
FDN Dentro dos frascos 15,15 12 1,26
Total 31,35 17
Entre frascos 100,17 5 20,03 6,54 0,00 3,11
FDA Dentro dos frascos 36,77 12 3,06
Total 136,94 17
Entre frascos 0,13 5 0,03 1,97 0,16 3,11
Lignina Dentro dos frascos 0,16 12 0,01
Total 0,30 17
Entre frascos 1,54 5 0,31 1,38 0,30 3,11
FB Dentro dos frascos 2,69 12 0,22
Total 4,23 17
Entre frascos 1,60 5 0,32 1,09 0,41 3,11
EE Dentro dos frascos 3,52 12 0,29
Total 5,12 17
Entre frascos 0,06 5 0,01 1,85 0,18 3,11
NNP Dentro dos frascos 0,08 12 0,01
Total 0,14 17
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Tabela 15 - Dados da ANOVA fator unico dos frascos armazenados a 37°C e UR de 100% por um més,

para o estudo de estabilidade a curto prazo da amostra candidata a RM. Continuagéo.

Parametro Fonte da variacdo SQ gl MQ F calculado  Valor-P  Fcritico
Entre frascos 9,06 5 1,81 2,57 0,08 3,11
Ca Dentro dos frascos 8,47 12 0,71
Total 17,53 17
Entre frascos 2,37 5 0,48 2,76 0,07 3,11
Cu Dentro dos frascos 2,07 12 0,17
Total 4,44 17
Entre frascos 812,45 5 162,49 2,06 0,14 3,11
Fe Dentro dos frascos 948,20 12 79,02
Total 1760,65 17
Entre frascos 0,08 5 0,02 2,20 0,12 3,11
K Dentro dos frascos 0,09 12 0,01
Total 0,17 17
Entre frascos 0,01 5 0,002 5,16 0,01 3,11
Mg Dentro dos frascos 0,01 12 4,27E-04
Total 0,02 17
Entre frascos 3,028 5 0,606 1,01 0,45 3,11
Mn Dentro dos frascos 7,214 12 0,601
Total 10,212 17
Entre frascos 0,05 5 0,01 5,60 0,01 3,33
Na Dentro dos frascos 0,02 10 0,002
Total 0,06 15
Entre frascos 2,10 5 0,42 2,07 0,14 3,11
P Dentro dos frascos 2,44 12 0,20
Total 4,54 17
Entre frascos 14,30 5 2,86 1,56 0,25 3,11
Zn Dentro dos frascos 22,05 12 1,84
Total 36,35 17

3.5.2 Estabilidade a Longo Prazo

Os resultados da andlise de variancia utilizados para estimar a variancia dos valores
avaliados na regressao linear para o estudo de estabilidade a longo prazo para Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na, P e Zn estdo mostrados nas Figuras 34 a 42, onde estao representadas graficamente

as tendéncias destes resultados. A Tabela 16 apresenta as concentracdes encontradas neste
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estudo, enquanto a Tabela 17 apresenta um resumo da analise de regressdo do estudo de
estabilidade. A analise foi realizada no intervalo de 3 em 3 meses, até completar um ano. Nao
foi possivel realizar o estudo de estabilidade de longo prazo para os parametros bromatologicos

por limitacdo de agenda e reagentes do laboratorio utilizado.

Tabela 16 - Concentragdes médias (n = 30) obtidas no teste de estabilidade a longo prazo.

Elementos Inicio 3 meses 6 meses 9 meses 12 meses
Ca (g kg?) 31,78+ 1,32 35,15+ 1,66 33,51+1,29 31,34 +£1,67 28,44 +£ 0,89
Cu (mg kg™ 11,40 £ 0,39 10,76 £ 0,39 10,49 + 0,16 10,70 + 0,18 11,97 £ 0,48

Fe (mg kg™) 246,03 +1591 268,73 + 15,97 236,49 £10,51 253,66 +11,62 245,42 + 20,04

K (g kgt 6,08 +0,10 6,92 0,17 6,93+0,12 6,76 + 0,03 6,26 + 0,05
Mg (g kg) 1,58 + 0,04 1,76 0,05 1,68 +0,03 1,72 +0,02 1,72 +0,02
Mn(mgkg?l)  17,11+103  2242+177 16,65 + 1,14 19,38 + 2,60 17,90 + 4,29
Na (g kg™ 2,18 + 0,05 3,16 + 0,36 2,89 + 0,07 2,70 + 0,05 2,45+ 0,03
P (g kg™ 14,16 +048  14,93+0,33 14,91 + 0,41 14,66 + 0,50 15,40 0,35

Zn(mg kgl)  12402+209  11904+430  12020+1,84  12351+157 130,91 +393

Figura 34 — Gréfico da analise de regressdo dos resultados de estabilidade a longo prazo para célcio.
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Figura 35 — Gréfico da analise de regressdo dos resultados de estabilidade a longo prazo para cobre.
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Figura 36 — Gréafico da analise de regressao dos resultados de estabilidade a longo prazo para ferro.
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Figura 37 — Grafico da analise de regressao dos resultados de estabilidade a longo prazo para potassio.
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Figura 38 — Grafico da andlise de regressao dos resultados de estabilidade a longo prazo para magnésio.
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Figura 39 — Gréfico da analise de regressdo dos resultados de estabilidade a longo prazo para manganés.
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Figura 40 — Grafico da anélise de regressdo dos resultados de estabilidade a longo prazo para sddio.
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Figura 41 — Grafico da analise de regressao dos resultados de estabilidade a longo prazo para fésforo.
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Figura 42 — Grafico da analise de regressao dos resultados de estabilidade a longo prazo para zinco.
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Tabela 17 - Andlise da regressdo do estudo de estabilidade a longo prazo.

Elementos Coeficiente Angular Limite Inferior (95%) Limite Superior (95%) Valor-p

Ca -0,087 -0,108 -0,066 7,15E-14
Cu 0,009 0,003 0,015 0,003
Fe -0,136 -0,311 0,039 0,128
K 0,002 -0,002 0,005 0,295
Mg 0,002 0,001 0,003 1,22E-10
Mn -0,020 -0,049 0,010 0,195
Na 0,001 -0,003 0,004 0,687
P 0,018 0,014 0,023 8,49E-13
Zn 0,152 0,110 0,194 2,92E-11

O ABNT ISO GUIA 35: 2012 estabelece que o elemento é estavel se o produto da
inclinacdo da reta for menor que o produto entre o t de Student e o desvio padréo da inclinacéo
da reta. Na Tabela 18, estdo os valores da inclinacdo da reta (b1) e o produto do desvio padrédo
com o t de Student (t(95, n-2). Sp1)), calculados por meio das Equacdes 18 a 21. Se a condigéo

Ib1| < (0,95, n-2). S(b1y) for confirmada, nenhuma instabilidade sera observada.

bo=Y — b X (18)
b1 — ?:1(Xi - X)({l ; 7) (19)
=1 (X —X)

2 _ St = by = by’

n—2 (20)
s(by) = >
JE{;(&- — %y (21)

Onde:
X — Refere-se aos meses de duragéo do teste

Y — Refere-se a concentracdo do analito
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A partir desta avaliacdo, a componente da incerteza da estabilidade a longo prazo, Ui,
é obtida multiplicando-se o valor do erro padrdo da variavel X obtido na anélise de regressao

linear dos dados de estabilidade para o analito testado por um tempo de t (semanas).

Tabela 18 - Teste T com os dados obtidos por ICP OES para o estudo de estabilidade a longo prazo.

Elementos | b1 | 1(0,95,n-2)*S(b1) Uits
Ca(gkg?) 0,349 0,275 0,51
Cu (mg kgt 0,052 0,036 0,15
Fe (mg kg™?) 0,543 1,714 4,25
K (g kg) 0,007 0,057 0,09
Mg (g kgt 0,0080 0,0081 0,01
Mn (mg kg) 0,049 0,336 0,72
Na (g kg 0,003 0,055 0,09
P (g kg™ 0,073 0,042 0,11
Zn (mg kg) 0,608 0,527 1,02

Analisando os resultados da Tabela 18 € possivel concluir que Fe, K, Mg, Mn e Na
atenderam a essa condi¢édo, portanto sdo considerados estaveis em um nivel de confianca de
95% e entdo o material de ragdo para peixe candidato a material de referéncia é suficientemente
estavel para ser armazenado a temperatura ambiente, sem alteracfes significativas na
composicao para estes elementos. Enquanto que para Ca, Cu, P e Zn, a estabilidade deve ser

continuamente avaliada durante o periodo de estocagem.

3.6 Ensaio Colaborativo
A caracterizacdo quimica do material foi efetuada através de um ensaio colaborativo
conduzido dentro do Ensaio de Proficiéncia para Laboratorios de Nutricdo Animal “EPLNA”,
organizado anualmente pela Embrapa Pecuaria Sudeste, em S&o Carlos. Este ensaio contou com

a participacao de diversos laboratorios de diferentes instituicGes (Tabela 19).

Ap0s avaliacdo da homogeneidade e estabilidade do material, os frascos, identificados
e devidamente embalados, foram encaminhados aos laboratorios convidados e que aceitaram
participar do ensaio colaborativo, juntamente com um cronograma para envio dos resultados e
documento orientativo referentes as analises bromatoldgicas e de nutrientes Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, P e Zn. Cada laboratdrio recebeu um frasco e foram solicitados os resultados de seis

replicatas para cada parametro.
A Tabela 20 apresenta a quantidade de laboratorios que enviaram resultados para cada
pardmetro avaliado no candidato a RM de racdo de peixe e que tiveram seus resultados
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qualificados nos testes estatisticos para a determinacdo dos valores de consenso. Foram
recebidos resultados de diversos laboratérios, sendo que, para a determinacdo de macro e

micronutrientes, foram utilizadas as técnicas analiticas apresentadas na Tabela 21.

Tabela 19 — Alguns dos laboratérios que participaram do ensaio colaborativo.

Ad’oro S/A
Arasolo Anélises Ltda
BRNova Sistemas Nutricionais S/A
CAMDA (Cooperativa Agricola Mista de Adamantina)
Cargill® Animal Nutrition
Centro de Energia Nuclear na Agricultura - CENA
Centralmyx Ind. Com. e Rep. LTDA
Coop.Regional de Cafeicultores em Guaxupé Ltda
Embrapa Acre
Embrapa Agroindustria de Alimentos
Embrapa Agropecuéria Oeste -CPAO
Embrapa Cerrados
Embrapa Pecuaria Sul
Embrapa Soja
EMPARN — Empresa de Pesquisa Agropecudria do Rio Grande do Norte S/A
Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira/UNESP
FATEC Industria de Nutricdo e Satde Animal
Fazu — Faculdades Associadas de Uberaba
Fundacdo ABC
Fundacién CETABOL
IAPAR/Londrina
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
INSTITUTO DE ZOOTECNIA
INVIVO NUTRICAO E SAUDE ANIMAL LTDA
JBS Aves Brasil Ltda.
Laboratorio Exata
LABORATORIO PLANTE CERTO LTDA
Matsuda Minas Com. e Ind. Ltda.
Mig-PLUS Agroindustrial LTDA
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA - LANAGRO-SP
NUCLEO DE ANALISES FISICO QUIMICAS
Nutrifarma - Nutricdo e Satide Animal AS
Nutrivil Ind. Comércio de Ragoes Ltda
Ribersolo Laboratorio de Analises Agricolas Ltda.
Selecta Pet Care Ind. E Comércio Ltda
Souza Neto & Souza Ltda /Agroanalise
Vaccinar Industria e Comércio Ltda
YESSINERGY DO BRASIL AGROINDUSTRIAL LTDA
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Tabela 20 — Quantidade de laboratérios por parametro avaliado.

Parametro Quantidade de ParAmetro Quantidade de
laboratorios laboratorios

MS 49 Ca 3
Cinzas 50 Cu >
PB 46 Fe 3
FDN 26 K -
FDA 32 Mg 57
Lignina 10 NN 56
FB 36 Na 0
EE 31 5 =
NNP 5 7 55

Tabela 21 — Técnicas analiticas utilizadas pelos laboratdrios participantes do ensaio colaborativo para

determinagdo de valores de propriedade de macro e micronutrientes.

Elemento Caodigo da técnica Elemento Caodigo da técnica
FAAS
Célcio (Ca) ICP OES Manganés (Mn) Igﬁ\gSES
INAA
FP
FAA .
Cabre (Cu) IcP O:S Sodio (Na) ICP OES
INAA
FAAS
LOR
Ferro (Fe) ICP OES Fésforo (P) IC(::OP OOES
INAA
FP FAAS
Potéssio (K) ICP OES Zinco (Zn) ICP OES
INAA INAA
- FAAS
Magnesio (Mg) ICP OES
Técnicas:
FAAS Espectrometria de Absorgdo Atémica com Chama
FP Fotometria de Chama
COLOR Espectrofotometria de Absorcéo Molecular UV-VIS
ICP OES Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente
INAA Analise por Ativagdo Neutronica Instrumental
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Nas Figuras 43 e 44 s&o apresentados todos os resultados fornecidos pelos
participantes do ensaio colaborativo em forma de grafico de controle

Figura 43 — Média e intervalo de confianca, em base seca, para os resultados de parametros
bromatoldgicos, reportados pelos participantes do ensaio colaborativo para a caracterizacdo da racao
). (@) MS;

para peixe candidata a RM. Valor de referéncia (
(b) Cinzas; (c) PB; (d) FDN; (e) FDA; (f) Lignina; (g) FB; (h) EE; (i) NNP.
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3.6.1 Avaliacao dos resultados do ensaio colaborativo

O consenso dos laboratdrios participantes de ensaios colaborativos € 0 método mais
usual para o estabelecimento de valores de propriedade, uma vez que se considera que 0s
resultados disponibilizados n&o apresentam tendéncias, na maior parte dos casos, e a
possibilidade de avaliacao rapida da dispersao dos dados.

Para cada parametro, avaliado pelos laboratdrios participantes, foi aplicado
primeiramente o teste de Grubbs, conforme descrito no item 3.4.2, para a verificagdo de
resultados discrepantes e exclusdo de outliers. Em seguida, foi aplicado o teste Cochran para
verificar a homogeneidade das variancias, requisitos que devem ser cumpridos para a
possibilidade de aplicacao da andlise de variancia (ANOVA).

O teste de Cochran compara a maior variancia com as demais. Para a aplicacao do teste
de Cochran, assume-se que o experimento é balanceado "1 =72 = --- =1 =1 e g variavel C

é calculada conforme a equacéo abaixo:

C= Smax maior variancia 22)

k  s? soma de todas as variancias

Onde:
k: representa 0 numero de niveis do fator;
s?Z: representa a variancia amostral;
n: representa o nimero de medidas em cada nivel do fator.

A partir dos resultados foi possivel estimar os valores de consenso e as incertezas
padrdo para a defini¢do dos valores designados dos macro e micronutrientes.

No Apéndice A sdo apresentados os resultados apresentados por todos os laboratorios.
Para a qualificacdo desses resultados foi calculado o indice z, comumente usado em programas
interlaboratoriais para avaliar o desempenho dos participantes. Este indice representa uma
medida da distancia relativa do resultado da medicdo do laboratério em relacdo ao valor

designado do ensaio de proficiéncia. O célculo foi realizado conforme a Equagédo 23 abaixo:

PGt (23)
Op
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Indice z

O termo (x; — x) reflete o erro cometido na quantificagdo reportada pelo laboratorio
participante com relac&o ao valor designado, onde: xi é o resultado indicado pelo laboratdrio;
x o valor designado ou a melhor estimativa dele e g, € 0 desvio padrdo alvo (SOUZA et al,
2009; SILVA, 2016).

A interpretacdo dos valores do indice z sugerem que para | z | <2, os resultados sdo
considerados satisfatorios e quanto mais proximo o valor de z estiver de zero, melhor o
resultado reportado pelo laboratorio. Se |z| estiver situado entre 2 e 3, o resultado é
considerado questionavel e se |z | > 3, os resultados sdo considerados insatisfatorios e
inaceitdveis. Com a aplicacdo deste indice foi possivel identificar problemas de
reprodutibilidade para alguns parametros e em conjunto com o teste de Grubbs foi possivel
confirmar a existéncia e exclusdo de outliers para a obtencdo dos valores de consenso e 0
calculo da incerteza associada a caracteriza¢do do material de racdo para peixe candidato a RM.

As Figuras 45 e 46 apresentam graficos de barras com os valores obtidos do indice z
para todos os dados reportados pelos laboratérios participantes do ensaio colaborativo,

ordenados conforme seu desempenho.

Figura 45 — Valores de indice z obtidos para 0 RM candidato de ragdo para peixe para 0s parametros
bromatolégicos: (a) MS; (b) Cinzas; (c) PB; (d) FDN; (e) FDA; (f) Lignina; (g) FB; (h) EE; (i) NNP.
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Para os calculos dos valores de consenso do candidato a RM foram utilizados os

valores que se encontram dentro do intervalo considerado satisfatorio, isto €, entre -2 <z < 2,

Para a maioria dos parametros 1 laboratdrio apresentou resultados fora do intervalo considerado

satisfatorio, sendo que

para PB e Zn, 1 laboratorio apresentou resultados considerados

inaceitaveis e para MS, 3 laboratorios apresentaram resultados na faixa questionavel.

Resultados considerados questionaveis ou insatisfatérios foram excluidos do calculo dos

valores de referéncia.
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3.7 Caracterizacao final do material e determinacéo de incerteza

A incerteza expandida, Ucrm, foi calculada de acordo com as recomendacdes
estabelecidas pelo ABNT ISO GUIA 35 (2012), que considera as contribuicfes referentes a
incerteza padrdo da caracterizacao (uchar), da homogeneidade (unb), da estabilidade a curto prazo
(usts) e da estabilidade a longo prazo (uis). O fator k refere-se ao fator de abrangéncia, que neste
trabalho foi considerado k=2 (para intervalo de confianca de 95%). Na equacdo 23 €

apresentado o célculo da incerteza expandida:

Ucrm = k\/ughar + ul%b + u?ts + ulzts (23)

O valor designado para cada analito foi obtido através da média dos valores de
consenso reportados pelos laboratérios participantes do ensaio colaborativo.

A parcela da incerteza padréo inerente a ndo homogeneidade (un) do material que
compde o lote de racdo para peixe preparado foi obtida a partir dos mesmos dados gerados pela
ANOVA com fator unico, conforme 0 ABNT ISO GUIA 35. O célculo da incerteza padrdo a
homogeneidade é funcdo dos valores da média quadratica (MQ), considerando que as médias
quadréticas entre grupos (MQente) € dentre grupos (MQentre) representam as variancias
extrinseca e intrinseca entre frascos.

O Swy pode ser tomado como estimativa para a incerteza padrdo devida a
homogeneidade entre frascos, uwp, que é utilizada como componente de incerteza padréo
combinada para certificagdo. Deste modo, quando o valor de MQ entre os grupos (MQentre) for
maior que dentre dos mesmos (MQuentre), @ incerteza padrao devido a ndo homogeneidade (Ubn)
é equivalente ao desvio padréo (Smn), podendo ser calculada por meio da Equagédo 24, com n =
namero de replicatas efetuadas em cada frasco. Neste caso o numero de réplicas € igual a 3
(n=3).

M -M
ubb — Sbb =\/ Qentren Qdentre (24)

Se o0 valor de MQ entre 0os grupos (MQentre) for menor que dentre dos mesmos
(MQuentre) a heterogeneidade pode estar mascarada pela repetitividade do método, sendo ent&o

recomendado considerar a contribuicdo da variancia dentre grupos. Portanto, a incerteza padréo
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devido a ndo homogeneidade do lote preparado sera representada pela Equacéo 25, que esta sob

influéncia da variancia de repetitividade.

_ MQdentre 4 2
uhomogeneidade - ’ n ’UMQ (25)
dentre

Onde vmqdentre & igual ao grau de liberdade dentre grupos.
Os analitos Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn tiveram MQentre> MQgentre (Tabela 13),

portanto a incerteza a homogeneidade foi calculada usando a Equacao 24. E para 0 Cu MQentre<

MQuentre, @ incerteza a homogeneidade para esse analito foi calculada usando a Equagao 25.

A estimativa da incerteza devida a estabilidade em curto prazo (usts) e longo prazo (Uits)
sdo obtidas multiplicando-se o valor do erro padrdo da variavel X obtido na analise de regressédo
linear dos dados de estabilidade para o analito testado por um tempo de t (semanas) (ABNT
ISO GUIA 35, 2012). A estimativa de incertezas relacionada a estabilidade a curto prazo ndo é
considerada no célculo da Ucrwm, pois so existe confiabilidade no uso de um RM ou CRM para
qual as condic¢des de transporte foram adequadas e ndo causem alteracdo no material durante o
processo. Por meio da equacdo 26 calcula-se a estimativa da incerteza associada a estabilidade

a curto prazo (usss) e a longo prazo (uis).

Usts,ts = Sb1 X t (26)
Onde:
Shi- € 0 desvio padréo da inclinagdo da reta

t - Tempo total em semanas que o estudo foi realizado

A estimativa da incerteza associada a caracterizacdo (uchar) foi calculada a partir dos

pardmetros obtidos da ANOVA, conforme as Equagdes 27 a 29.

S? S2
U= Uchar = ?L @ (27)
57% = MQentre (28)
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Sl? — MQentre:'lMQdentre (29)
0

Onde:

MQentre € MQuentre — Média quadréatica entre e dentre dos grupos, dados obtidos pela
ANOVA.

noe n — significa numero de determinacgdes, sendo que neste trabalho foram 6 repeticGes

p —ndmero de laboratorios que forneceram resultados considerados satisfatorios.

3.8 Atribuicao dos valores de propriedades e incertezas obtidas

A incerteza implica em uma maior confianca na validade do resultado de medicéo,
sendo que o valor designado apresentado com sua incerteza possibilita 0 emprego do material
de referéncia na avaliacdo da precisao e/ou da exatiddo de um método analitico.

Na Tabela 22 estdo indicados os valores das incertezas padrdo associadas a
caracterizag@o (Uchar), homogeneidade (unb), estabilidade a longo prazo (uss), estabilidade a
longo prazo (uis) e a incerteza expandida final do material de referéncia de ragéo para peixe
(Urm).

As quatro componentes da caracterizacdo apresentam igual importancia e enfatizar
menos uma delas pode comprometer a qualidade do material. Durante a avaliacdo da incerteza
de um RM, as incertezas de estabilidade e homogeneidade devem ser incluidas e as
contribuicdes de suas componentes sdo frequentemente mais importantes que a incerteza de
caracterizacéo do lote de amostras. Entretanto, cabe ressaltar que a incerteza de caracterizacdo
estd também mais sujeita a erros pela variacdo dos laboratorios participantes do ensaio
colaborativo. Na Figura 47 sdo apresentadas as contribuicdes de cada uma das componentes da
incerteza calculadas na incerteza padrdo combinada urm.

Uma vez que ndo foi possivel realizar o estudo de estabilidade de longo prazo para os
parametros bromatoldgicos, para o calculo da incerteza padrdo combinada e incerteza
expandida foi considerado o maior valor obtido para a componente no estudo dos

macronutrientes, no caso o valor obtido para Ca (uis = 0,51 g kg™).
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Tabela 22 - Estimativas das incertezas padrdo da caracterizacdo (Ucnar), homogeneidade (Uwb),
estabilidade de curto prazo (uss), estabilidade a longo prazo (uks) e a incerteza expandida

(Urwm) para cada pardmetro no material de referéncia de racéo para peixe.

Kearact Uchar Ubb Uest.curto Uits UrM Urm

g 100g™* (m/m)
MS 94,29 0,06 0,51 0,14 0,05 0,54 1,07
PB 30,46 0,33 0,25 0,07 0,05 0,43 0,85
FDA 5,01 0,27 0,74 1,37 0,05 1,58 3,16
FDN 17,61 1,03 0,25 0,66 0,05 1,25 2,51
FB 2,49 0,12 0,34 0,24 0,05 0,43 0,87
Cinzas 10,17 0,05 0,13 0,11 0,05 0,18 0,37
EE 4,97 0,33 0,19 0,27 0,05 0,46 0,93
Lignina 1,34 0,27 0,04 0,06 0,05 0,28 0,56
NNP 0,45 0,10 0,09 0,04 0,05 0,15 0,30
Kearact Uchar Ubb Uest.curto Uits Urm Urm

g kg™ (m/m)

Ca 28,65 0,57 0,44 0,43 0,51 0,98 1,96
K 5,86 0,12 0,07 0,04 0,09 0,17 0,33
Mg 1,55 0,08 0,01 0,01 0,01 0,08 0,16
Na 2,16 0,06 0,03 0,03 0,09 0,11 0,22
p 16,06 0,32 0,28 0,22 0,11 0,49 0,98
Kearact Uchar Ubb Uest.curto Uits Urm Urm

mg kg (m/m)

Cu 10,51 0,32 0,17 0,21 0,15 0,45 0,89
Fe 231,97 5,12 6,40 4,94 4,25 10,47 20,94
Mn 19,46 0,65 0,52 0,38 0,72 1,16 2,33
Zn 129,56 2,93 1,44 0,56 1,02 3,46 6,93
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Figura 47 — Contribuicéo individual das componentes de incerteza para os valores de propriedade dos
parametros avaliados no material candidato a RM de ragéo para peixe. Sao apresentadas as componentes

individuais e a incerteza combinada. (a) macronutrientes; (b) micronutrientes e (c) bromatologicos.

P
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Lignina
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Cinzas @ Homogeneidade
M Caracterizacao
FB
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FDA |
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%

(©)

Conforme Tabela 22 e Figura 47, foi possivel avaliar que para PB, FDN, EE, lignina,
NNP, Ca, Cu, K, Mg, Mn, P e Zn a influéncia da incerteza referente a caracterizacao foi a que
mais contribuiu para a incerteza expandida final do material, o que pode ser justificado pela
variacdo entre laboratorios, conforme mencionado anteriormente. Ademais, a maior
contribuicdo de incerteza para FDA foi da estabilidade de curto prazo, para Mn e Na foi a
estabilidade a longo prazo e para MS, FB, cinzas e Fe, a homogeneidade.
O valor designado para cada analito foi obtido pelos dados do ensaio colaborativo.
Para cada analito foi obtida a incerteza expandida final e a porcentagem.
As Tabelas 23 e 24 mostram os valores de referéncia para 0s parametros
bromatoldgicos e macro e micronutrientes determinadas por ICP OES e a incerteza expandida

em porcentagem (Urm).
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Tabela 23 — Valores de referéncia para a fracdo massa (na base seca) atribuidos aos parametros

bromatolégicos determinados no RM de racdo para peixe e incerteza expandida em

porcentagem (Ugm)

Elementos Valor determinado Urm (%)
Matéria Seca (%) 94,29 + 1,07 1,14
Proteina Bruta (%) 30,46 + 0,85 2,81
Fibra em Detergente Acido (%) 5,01+3,16 63,02
Fibra em Detergente Neutro (%o) 17,61 +£2,51 14,23
Fibra Bruta (%) 2,49 +0,87 34,79
Cinzas (%) 10,17 £ 0,37 3,64
Extrato Etéreo (%) 4,97 +£0,93 18,63
Lignina (%) 1,34 + 0,56 42,24
Nitrogénio N&o Proteico (%) 0,45+ 0,30 67,78

Tabela 24 — Valores de referéncia para a fracdo massa (na base seca) atribuidos aos macro e

micronutrientes determinados no RM de racdo para peixe e incerteza expandida em

porcentagem (Ugm)

Elementos Valor determinado Urm (%)
Ca (g kg?) 28,65+ 1,84 6,43
Cu (mg kg™) 10,51 + 0,87 8,28
Fe (mg kg?) 231,97 + 20,17 8,70
K (g kg 5,86 + 0,31 5,30
Mg (g kg 1,55 + 0,16 10,23
Mn (mg kg?) 19,46 + 2,12 10,91
Na (g kg?) 2,16 +0,19 8,76
P (g kg?) 16,06 £ 0,97 6,06
Zn (mg kg?) 129,56 + 6,79 5,24
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4 CONCLUSOES

O objetivo de producdo de um material de referéncia de racdo para peixe foi atingido,
tendo em vista que foi produzido um material com valores de propriedade atribuidos em
conjunto com a incerteza associada. Os estudos de homogeneidade, estabilidade a curto prazo,
estabilidade a longo prazo e caracterizacdo, juntamente com as incertezas do material de
referéncia de racdo para peixe foram concluidos e obedeceram aos principios das normas
internacionais e nacionais. Todas as componentes da incerteza foram calculadas e suas
contribui¢des na estimativa das incertezas combinadas foram devidamente avaliadas.

A participacdo dos laboratérios no ensaio colaborativo foi fundamental para a
obtencdo dos valores designados para cada analito em estudo. O material de referéncia
produzido podera ser utilizado por laboratorios de nutricdo animal para a avaliacao da precisao
de métodos e como controle de qualidade de ragoes.

Para condi¢es de transporte, 0 material foi considerado estavel com recomendagdes
de observacao de temperatura. O RM de racdo para peixe tem se mantido estavel para todos o0s
parametros avaliados. O RM tem sido utilizado em analises de rotina na Embrapa Pecuéaria
Sudeste e foram realizadas novas anélises para 0s macro e micronutrientes e foram obtidas
concentragOes dentro da faixa do valor de consenso fornecido no Documento de Analises
(Apéndice B).

O tempo de prateleira foi estipulado levando-se em consideracdo os CRMs disponiveis
no mercado. O CRM NRC BRAN-1 tem prazo de validade de 10 anos, de modo que se estipulou
que o tempo de prateleira poderia ser de 5 anos para 0 RM de racdo para peixe. E possivel que
0 material seja estavel por tempo maior que o definido. Dessa forma, este material esta como

produto a ser monitorado semestralmente.
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Capitulo 3

Producéo de Material de Referéncia para Nutrientes e Contaminantes

Inorgénicos em Tecido de Peixe - Tilapia
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O potencial do Brasil para a pesca e aquicultura fez com que o pais alcangasse a 42
posicdo em producdo de tildpias no mundo, atras de China, Indonésia e Egito. Segundo a
Associacdo Brasileira da Piscicultura (PEIXE BR, 2018), o Brasil produziu 357.639 toneladas
de tildpia em 2017 contra 260 mil toneladas em 2014 e 198 mil toneladas em 2011. A
piscicultura nacional foi responsavel pela producdo de 697 mil toneladas de peixes, em 2017.
Atualmente a tilapia € a espécie mais importante nos cultivos brasileiros, respondendo por mais
de 50% do mercado e estando presente principalmente nos cultivos das regides Sul e Sudeste.
A segunda posic¢do pertence as espécies nativas brasileiras.

A tilapia responde por mais de 90% de todo pescado cultivado no Parana e em Sao
Paulo. Segundo a Secretaria de Comércio Exterior, do Ministério da Inddstria, Comércio
Exterior e Servigos (MDIC), o Brasil exportou pouco menos de US$ 150 milhdes em pescado
em 2017, proveniente de captura e cultivo (PEIXE BR, 2018).

A oferta e consumo de pescado no pais tém crescido junto com a expansdo dos cultivos
e as importacdes. E o crescimento das exportacdes também deve ser considerado, uma vez que
foi o crescimento das exportacGes para paises da América do Norte que impulsionou o
desenvolvimento de indUstrias pesqueiras e a entrada de investidores no setor. Em 2003, mais
de 60% do camardo produzido no Brasil seguia para exportacdo. As primeiras grandes
instalacBes industriais para processamento de tilapia também tinham como alvo o mercado
externo (KUBITZA, 2015).

A expansdo do consumo e comercializacdo de pescados, ndo apenas a tilapia, tem
promovido o crescimento do interesse em qualidade e seguranca alimentar, além de aspectos
nutricionais e gestdo de residuos (FAO, 2018). Um dos grandes desafios, além do atendimento
a crescente demanda por alimentos e produtos, em quantidade e qualidade, diz respeito ao
atendimento das exigéncias do comércio de exportacdo, a aspectos regulatdrios, garantindo a
qualidade dos produtos. Por exemplo, o0 Codex Code of Practice for Fish and Fishery Products
(Codex Alimentarius Commission, 2016) € um guia para implementacdo de boas praticas e
gestéo de perigos em seguranca alimentar. No Brasil, temos a Resolu¢gdo RDC ANVISA n° 42,
de 29/08/2013 e o Decreto n° 55871, de 1965 que ditam limites aceitaveis de alguns metais em
peixe, tais como As (1 mg/kg), Cd (0,05 a 0,3 mg/kg), Cr (0,1 mg/kg), Hg (0,5 a 1 mg/kg) e Pb
(0,3 mg/kg).
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Produtores e industrias de pescados no mundo estdo trabalhando para a evolugdo em
termos de diversidade e qualidade dos produtos, mas ainda h& vérias lacunas no setor. Riscos
associados a especificos contaminantes, possivelmente presentes em pescados, estdo bem
documentados na literatura e em todas as etapas da producdo pesqueira existe a necessidade de
analises quimicas, importantes para averiguar e assegurar a qualidade nutricional e detectar a
presenca desses contaminantes. A seguranca dos alimentos que chegam a mesa do consumidor
é resultado de varios processos de avaliacdo e o desenvolvimento do mercado de pesca e
aquicultura no Pais depende de informacg6es fornecidas pelos laboratorios. Nesse sentido
deverdo ser fornecidos pelos laboratérios envolvidos resultados analiticos confiaveis, com
métodos validados. Para tanto, a utilizacdo de materiais de referéncia certificados torna-se

imprescindivel.

1.1 Material de Referéncia de Tecido de Peixe

A importancia do uso de RMs e CRMs é indiscutivel, todavia quando se trata de RMs
de pescado existem questdes que surgem como entraves para a utilizacdo. A producdo de RMs
no Brasil é pequena, além do longo tempo de preparacao e os custos associados. Ha a questao
da auséncia de materiais adequados as necessidades nacionais ou com caracteristicas similares
aos espécimes brasileiros. Varios produtores tém ampla experiéncia no preparo de RMs de
matrizes marinhas (MOREIRA et al, 2009; MOREIRA, 2010), contudo quando se trata de
peixes de dgua doce, a quantidade de RMs disponiveis no mercado € limitada. CRMs adquiridos
de produtores estrangeiros podem custar entre 500 e 1000 ddélares americanos, quando
comprados diretamente do produtor. Todavia esse valor pode chegar a R$10 mil quando o CRM
é adquirido no Brasil.

Conforme mencionado anteriormente, atualmente existem 8166 RMs cadastrados na
base de dados COMAR, destes foram verificados 15 materiais produzidos a partir de peixes.
Na Tabela 25 sdo apresentados esses materiais e mais dois que foram verificados como
disponiveis no site do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia dos Estados Unidos da
América, NIST.
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Tabela 25 — Materiais de referéncia de peixe identificados no banco de dados internacional de RMs —

COMAR e na base de CRMs disponiveis do NIST.

Parametros com valores de referéncia

Codigo Nome atribuidos
BCR-627 Tuna fish tissue Arsenobetaina, DMAA e As total
BCR-725 Lyophilised Salmon Tissue acido oxolinico e flumequina
Dogfish Liver Certified As, Cd, Ca, Co, Cu, Fe, Pb, Mg, Hg, Mo, K,
DOLT-5 Reference Material for Trace  Se, Ag, Na, Sr, Sn, V, Zn, arsenobetaina, Al
Metals and other Constituents Ni, Cr, metilmercuirio, Mn, Sh, P, TI, U
Fish protein certified reference As, Cd, Ca, Cu, Cr, Fe, Pb, Mg, Mn, I-Jg, Ni,
DORM-4 material for trace metals K, Sn, Se, Ag, Sr, V, Zn, arsenobetaina e
metilmercurio Al, Na, Co, Li, Mo, P, U
ERM-BB422 Fish muscle As, Cd, Cu, Fe, Hg, I, Mn, Se e Zn
ERM-CE100 Fish Tissue hexaclorobenzeno e hexaclorobutadieno
ERM-CE464 Tuna fish Hg e metilmercurio
GBW 10041 PCBs in tuna tissue. PCBs
Fish Homogenate* Pesticides -
IAEA-406 and PCBs pesticidas
Radionuclides in Mixed Fish . .
IAEA-414 from the Irish Sea and North Sea radionuclideos
IRMM-427 FISH TISSUE (PIKE-PERCH) PFASs
NMIJ CRM aTn:ja(li/EI}e[tEr:em::ghf\r?ﬁns?/bjgﬁz;?seh Arsenobetaina, metilmercurio, Mn, Fe, Cu,
7403-a y Tissug Zn, As, Se, Sr, Cd, Hg, Na, Mg, P, K e Ca
NMIJ CRM Organic Pollutants in Japanese PCBs
7404-a Seabass Tissue
lel-ngRM Lake Superior Fish Tissue PCBs, pesticidas clorados e PBDES
As, Cu, Fe, Hg, Mn, Rb, Se, Zn, MeHg,
NIST SRM . . . PCBs, POCs, PBDEs, s6lidos, cinzas,
Lake Michigan Fish Tissue . , S
1947 proteina, extrato etéreo, calorias, acidos

graxos, PFAAs, etc

Considerando a produgdo nacional de RMs, existem alguns trabalhos na literatura que

reportam a produgdo de RMs de peixes, contudo muitos desses materiais foram preparados

como parte de teses de doutorado ou dissertagcbes de mestrado, de modo que ndo estdo

disponiveis. Também ndo se tem conhecimento a respeito da quantidade produzida. A Tabela

26 apresenta um panorama dos RMs de peixe reportados como produzidos no Brasil.
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Tabela 26 — Panorama geral de materiais de referéncia de peixe produzidos no Brasil.

RM Parametros Produtor Referéncia
Dourada (Brgchyplatystoma Hg, MeHg IPEN ULRICH, 2011
flavicans)
Corvina As, Cd, Fe, Hg, K, Na e Zn IPEN MAIHARA et al, 2011
Atum Hg, MeHg UFABC CHELEGAO, 2012
Tucunaré As, Cd, Hg e Pb IPEN SANTANA, 2013

Atum (musculo) e Robalo (figado) As, Cd, Cu e espécies de As UFABC CARIONI, 2014

Filé de tilapia Dioxinas, furanos e bifenilas  UFMG NUNES, 2015

Ulrich desenvolveu um RM de peixe, Dourada (Brachyplatystoma flavicans), oriundo da
regido Norte do Brasil, para a determinagdo de mercurio e metilmercdrio. O material passou
por todas as etapas necessérias para a adequada producdo de um RM, com base nos guias ISO
GUIA 30 a 35 (ULRICH, 2011; ULRICH, SARKIS, 2013).

Maihara e colaboradores (2011) avaliaram o potencial e comprovaram a viabilidade de
producdo e certificacdo de uma RM brasileiro de peixe, em faixas de concentragdo compativeis
com pescados nacionais para As, Cd, Fe, Hg, K, Na e Zn em corvina.

Chelegdo produziu um RM de tecido de peixe (atum), para mercurio e metilmercdrio,
empregando espectrometria de absorcdo atbmica com geracdo de vapor frio (CV AAS) e a
espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite (GF AAS) nas avaliacbes do RM
(CHELEGAO, 2012; CHELEGAO et al., 2016).

Santana desenvolveu um RM de tecido de peixe (tucunaré) in natura para a
determinacéo de As, Cd, Pb e Hg. Foram preparados 164 sachés com 10g cada. A caracterizacdo
e definicdo dos valores de propriedade foi realizada através de um ensaio de proficiéncia com
a participacao e 10 laboratérios (SANTANA, 2013).

Nunes produziu e avaliou um RM para dioxinas, furanos e bifenilas em filé de tilapia,
incluindo o6leo de peixe e nonano. O RM foi produzido por adi¢do de padréo de 29 contaminantes
na matriz, seguido de liofilizagdo e homogeneizagdo. (NUNES, 2015).

Carioni e colaboradores avaliaram parametros para o preparo de um material de
referéncia de atum para a determinacao de arsénio total e produziram um RM de musculo de
atum e tecido de robalo para microanalise de As, Cd e Cu e especiacdo de As. As determinacdes
foram realizadas por espectrometria de absorcao atbmica com forno de grafite com amostragem
em suspensdo (SLS-GF AAS) e espectrometria de absorcao atbmica com geracao de hidretos e
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amostragem de suspensao (SLS-HG AAS), além de INAA. Os principais parametros avaliados
foram: a homogeneidade, a segregacdo do analito durante a producdo e a composicdo do
material (CARIONI et al, 2012; CARIONI, 2014).

2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 Preparo do Material Candidato

2.1.1 Obtencéo e Preparacao das Amostras de Tecido de Peixe

Cerca de 150 kg de filés de tilapia foram obtidos de dois fornecedores comerciais das
regides Nordeste e Sudeste do Brasil. As amostras congeladas foram enviadas para liofilizacéo
e moagem. O material foi liofilizado em um liofilizador comercial marca LioBras modelo LP
1040, na empresa LioFoods. O liofilizador conta com uma unidade condensadora construida
em aco inoxidavel AISI304, com acabamento sanitéario espelhado. Sua capacidade é de até 40
kg de gelo, contendo 10 bandejas de 55 x 55 cm, com 3 m? de &rea total. A temperatura do
condensador é de -40°C e tem uma bomba de vacuo de duas etapas que alcanca os 700 pbar.

Apbs a liofilizacdo e moagem, foram obtidos 30 kg de material seco e moido, que foi
homogeneizado. Parte desse material foi utilizado para a preparacdo do lote do candidato a
material de referéncia de tecido de peixe, sendo envasado em 600 frascos de vidro @mbar,
previamente descontaminados em banho de HNO3 10% (v/v) durante 24h e secos em capela de
fluxo laminar. Em cada frasco foram adicionadas porc¢des tipicas de aproximadamente 20 g
(Figura 48)

O lote de 600 frascos foi submetido a irradiacdo com radiacdo gama (10-25 kGy),
visando garantir a estabilidade do material e 0 aumento do tempo de prateleira e preservacéo
das caracteristicas da amostra, no Centro de Tecnologia das Radiacdes — CTR/IPEN/CNEN -

SP. Em seguida, foram armazenados a temperatura de -20°C para os estudos subsequentes.
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Figura 48 — Amostras envasadas em frasco de vidro &mbar com porcdes de aproximadamente 20g cada.

2.2 Caracterizacao Fisica do Material Candidato

2.2.1 Distribuicdo de Tamanho de Particula

O material de tecido de peixe foi avaliado em classificador de tamanho de particulas
para verificar a distribuicdo atingida, uma vez que esta é uma caracteristica importante para a
homogeneidade. Um dos frascos do RM foi submetido ao ensaio de distribuicdo de tamanho de
particulas, em triplicata, com dispersdao Uumida, em agua. O procedimento foi realizado no
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, na Universidade de Sdo Paulo (CENA, USP),
Piracicaba-SP, utilizando o equipamento Laser Particle Sizer Analysette 22 MicroTec Plus
(Fritsch, Alemanha).
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2.2.2 Determinagdo da Umidade Residual

Conforme Moreira (2010) menciona, materiais de referéncia bioldgicos sdo mais
suscetiveis a serem higroscopicos, de modo que a umidade residual deve estar abaixo de 4%,
para garantir a restricdo de atividade microbiol6gica. Ademais, o método deve ser claramente
definido e facilmente realizavel, para que os usuarios possam expressar resultados em base seca
comparaveis com os valores de propriedade do RM.

Para a realizacao do estudo de umidade residual, foram analisados, em seis replicatas, 6
(seis) frascos de RM candidato de tecido de peixe (52, 158, 294, 345, 474, 547), selecionados
aleatoriamente. O método utilizado foi secagem em estufa até peso constante. Os cadinhos
vazios foram secos em estufa, por 2h a 105 °C, colocados em dessecador por 1h e pesados em
balanca analitica (Shimadzu AUX-220, £ 0,0001 g) até peso constante (massa registrada como
Mcad). EM seguida, foi adicionado aproximadamente 1g de amostra de cada frasco nos diferentes
cadinhos e a massa novamente registrada (Mamostra). Cada um dos seis frascos foi avaliado em
6 (seis) replicatas. Os cadinhos foram levados a estufa a 105 °C por 24 h e, apés este periodo
foram colocados em dessecador por 1h, sendo, por fim, pesadas (mMcad +MS).

O célculo da umidade residual foi realizado através da Equacdo 4, apresentada no
Capitulo 2, item 2.2.2.

2.3 Determinacéo dos Elementos por ICP OES

Assim como no preparo do RM de ra¢édo para peixe, para 0 RM candidato de tecido de
peixe foi utilizada a técnica analitica de espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado, ICP OES, para a determinacdo da concentracdo de macro e

micronutrientes (Ca, Fe, K, Mg, Na, P e Zn).

2.3.1 Preparo de amostras

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. Todas as soluc¢des
e dilui¢bes foram preparadas com a utilizagdo de agua deionizada proveniente de um sistema
de purificacdo Milli-Q® (Millipore, Sao Paulo, Brasil), com resistividade de 18,2 MQcm.

Toda vidraria e material utilizado no preparo de padrdes e amostras, como ponteiras e
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tubos Falcon utilizados neste trabalho foram previamente descontaminados por imersdo em
HNOs 10 % (v/v) por, no minimo, 24h, sendo posteriormente enxaguados com agua deionizada
e submetidos a secagem em capela de fluxo laminar.

Para a pesagem das amostras foi utilizada balanca analitica modelo AUX220
(Shimadzu, Japdo).

Solucdes-padréo foram preparadas a partir de solucdes estoque monoelementares com
concentracdo de 1000 mg/L (Specsol, Sdo Paulo, Brasil).

Para a digestao das amostras foi empregado 6 mL de HNOz 50% e 2 mL de H>O2 30%
(m/v), utilizando o programa de aquecimento descrito na Tabela 4, do item 2.3.1 do Capitulo
2. O HNO:s foi previamente destilado abaixo do ponto de ebulicdo em sistema de destilacdo de
acidos Distillacid BSB-939-IR (Berghof, Eningen, Alemanha).

As digestBes das amostras, preparo dos brancos e as determinac6es dos analitos foram

realizadas nas dependéncias da Embrapa Pecuéria Sudeste.

2.3.2 Quantificacdo de macro e micronutrientes

Ca, Fe, K, Mg, Na, P e Zn foram quantificados por espectrometria de emissdo Optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) utilizando um equipamento da marca Agilent,
modelo 5110 (Figura 49), com a tecnologia de combinador espectral dicroico (DSC), visao
axial e radial e 0 modo dupla visualizagdo simultanea (SVDV), cujos parametros estdo descritos
na Tabela 27.

127



Figura 49 — ICP OES Agilent 5110

Tabela 27 — Pardmetros Operacionais para a determinacdo multielementar no ICP OES Agilent 5110.

Parametro

Caracteristicas

Poténcia de Radiofrequéncia (kW)
Vazdo de gas do plasma (L min™)
Vaz&o do gas auxiliar (L min™)
Vaz&o do nebulizador (L min™)
Nebulizador
Cémara de nebulizacéo
Modos de visualizagédo
Tempo de estabilizacao

Replicatas

Comprimento de onda (hm)

1,2
12
1
0,7
Concéntrico
Ciclénica
Axial, Radial e SVDV
21s
3
Ca 422,673 (SVDV)
Fe 238,204 (SVDV)
K 766,491 (Radial)
Mg 285,213 (Axial)
Na 589,592 (Radial)
P 263,618 (Axial)
Zn 213,857 (Radial)
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As amostras digeridas foram analisadas, com calibracdo externa, mediante diluigdes
adequadas para avaliagdo dos analitos alvo, os quais foram avaliados em mais de um
comprimento de onda e nas trés configuracGes possiveis (axial, radial e SVDV), com o intuito
de se escolher o procedimento com maior sensibilidade, menores desvios-padrdo relativos e
com os melhores valores de recuperacdo dos CRMs analisados. Apos a digestdo, as amostras
foram diluidas de 5 a 10 vezes com &gua deionizada.

Para a validacdo do método foram analisados, juntamente com as amostras 0s CRMs:
NIST SRM 1566b — Oyster tissue (tecido de ostra) e DOLT-5 — Dogfish liver (Figado de cacao)

e 0 RM IPEN 001 — Trace element in fish tissue (Elementos tracos em tecido de peixe).

2.4 Determinacédo dos Elementos por ICP-MS

A técnica de Espectrometria de Massas com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-MS)
foi empregada para a determinacao de micronutrientes e contaminantes no candidato a RM de
tecido de peixe.

ICP-MS é uma técnica amplamente empregada para a determinacdo de elementos em
niveis tracos em diversos tipos de matrizes e aplicacdes. ions gerados no plasma indutivo sdo
introduzidos no espectrdmetro de massas, 0s quais sdo separados em funcdo da razdo
massa/carga, através do transporte sob acdo de campos elétricos e magnéticos que modificam
as suas trajetérias. Esta técnica permite determinar quase todos os elementos na tabela
periddica, com limites de deteccdo que sdo frequentemente varias ordens de magnitude menores
que os obtidos com ICP OES ou outros métodos 6ticos (SKOOG et al., 2015).

A técnica apresenta alta sensibilidade, precisdo, robustez, baixos limites de detec¢édo e
ampla faixa linear. No entanto, a determinacdo de alguns elementos € limitada pela ocorréncia
de interferéncias isobaricas causadas por moléculas poliatdmicas ou ions divalentes, que podem
ser contornadas por estratégias ou tecnologias instrumentais como o uso de células de reacéo

e/ou coliséo que antecedem o detector.
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2.4.1 Quantificagio de microelementos e contaminantes inorganicos

Os mesmos digeridos preparados para a determinacdo por ICP OES foram utilizados
para as determinagOes de As, Ba, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Se, Sr, Ti e V por ICP-MS,
empregando um equipamento da marca Agilent, modelo 7800 (Figura 50), que apresenta a
tecnologia de célula de colisio com a 42 geragéo do sistema de reacdo octopolar (ORS*) Agilent,
otimizada para o modo de colisdo com hélio (He).

A diluicdo de amostras utilizada foi de 20 a 30 vezes com &gua deionizada. Os
pardmetros operacionais estdo descritos na Tabela 28. Assim como para as anélises por ICP
OES, para a validacdo do método foram analisados, juntamente com as amostras 0s CRMs:
NIST SRM 1566b — Oyster tissue (tecido de ostra) e DOLT-5 — Dogfish liver (Figado de cacao)
e 0 RM IPEN 001 — Trace element in fish tissue (Elementos tracos em tecido de peixe).

Para as determinacdes nesta técnica, foi necessario fazer a otimizacdo das melhores
condicBes para a determinacio dos is6topos °As, ¥'Ba, °Co, 53Cr, ®3Cu, %*Mn, **Mo, ©Ni,
8Se, 885y, 48T ¢ SV,

As condicles estudadas para o ICP-MS foram: modo no gas (sem célula de colisdo)
com e sem adic&o online de solugdo de 10 ppb de padrdes internos de "“Ge* e ®Rh*; com o
uso da célula de colisio (4,5 mL min™t de He), utilizando ou n&o os padrdes internos. Os padrdes

internos sdo comumente empregados para a correcao de possiveis efeitos de transporte.
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Figura 50 — ICP-MS Agilent 7800 empregado na determinacdo multielementar no RM candidato de

tecido de peixe

Tabela 28 — Pardmetros Operacionais para a determina¢do multielementar no ICP-MS Agilent 7800.

Parametro

Caracteristicas

Gerador de Radiofrequéncia (MHz)
Poténcia de Radiofrequéncia (W)
Vazdo de gas do plasma (L min™)

Vazéo do gas auxiliar (L min™)
Vazéo do gas de nebulizagdo (L min™)
Profundidade de amostragem (mm)
Tempo de Integracao (s)

NUmero de elementos/padrdes internos
Modos de tuning da célula
Vazéo de He na célula de colisdo (mL min?)
Nebulizador
Céamara de nebulizacéo
Temperatura da cdmara de nebulizagdo (°C)

Replicatas
Isétopos monitorados

Padrdes Internos

27
1550
15
0,60
0,42
10
3
12/2
No gas/He
4,5
MicroMist (concéntrico)
Scott double pass
2
3
5As, 137Ba, °Co, BCr, 83Cu, 55Mn,
%Mo, N, 78Se, 88Sr, 48T e 51V
74Ge e 103Rh
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2.5 Estudo da Homogeneidade da Amostra de Tecido de Peixe Candidata a RM

O estudo da homogeneidade € uma das etapas mais importantes na producéo de um
candidato a RM. A homogeneidade esta relacionada ao tipo de material, a granulometria, 0s
analitos avaliados e a preciséo e exatiddo da determinacdo (SANTOS et al, 2015). No processo
de producdo de um candidato a RM, o estudo de homogeneidade é empregado para a avaliacdo
de variacGes decorrentes de qualquer heterogeneidade do material.

Assim como foi feito com 0 RM de racdo para peixe, foi realizada uma avaliagéo inicial
de homogeneidade entre frascos, através da coleta de espectros com o emprego de um
espectrofotdmetro de infravermelho proximo (NIRS) da marca BUCHI modelo NIR-Flex N-
500. As analises foram realizadas em duplicata, sendo que os espectros NIR foram obtidos no
modo de reflectancia difusa, por meio do software Operator 1.2 (Buchi, Flawil, Suica), na faixa
que abrange a regio espectral de 10.000 a 4.000 cm™, com resolugéo de 4 cm™ e 32 varreduras
por amostra. Para a avaliagéo qualitativa da homogeneidade e interpretacdo dos dados, realizou-
se a andlise de componentes principais (PCA) executada no software Pirouette® 4.0. A
normalizacdo dos espectros NIR foi utilizada como pré-tratamento dos dados. Foram utilizados
500 frascos do lote para esta primeira avaliacao.

De acordo com Linsinger et al (2001), o estudo de homogeneidade compreende dois
tipos de avaliacdo. Primeiramente, o estudo da homogeneidade dentro do frasco, a qual é
responsavel pela definicdo da massa minima para a qual a incerteza calculada sera valida. Em

segundo lugar, tem-se o estudo dentre frascos, que avalia a variacao frasco a frasco.

2.5.1 Homogeneidade intra-frasco e Estimativa da Massa Minima

De acordo com 0 ABNT ISO Guia 35 (2012): “Ao se lidar com materiais de referéncia
no estado solido, inclusive suspensdes e lodos, recomenda-se prever um estudo de
homogeneidade dentro do frasco para determinar a massa minima de amostra.” Esta é a por¢ao
minima de ensaio que, quando tirada corretamente, pode ser considerada representativa do RM
dentro da incerteza certificada. Analisando um intervalo de diferentes massas da amostra, pode-
se estimar a massa minima do material.

O estudo de homogeneidade intra-frasco e a estimativa da massa minima foram

realizados utilizando o frasco n° 469, selecionado aleatoriamente. Foram analisadas seis sub-
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amostras para as seguintes massas: 100, 200, 250, 300 e 400 mg por ICP OES e ICP-MS, nas
condigdes operacionais supracitadas.

Os diversos testes de estatistica classica (testes de normalidade de Shapiro-Wilk, de
Levene para homogeneidade de variancias, Kruskal — Wallis, etc.) foram realizados com o
programa PAST 3.21

O teste Shapiro-Wilk, calcula uma varidvel estatistica (W) que investiga se uma
amostra aleatéria provem de uma distribui¢do normal.

A variavel W ¢ calculada da seguinte forma:

W = (024 a;x;)? (30)
Y (g —%)?

Onde:

Xi: 0s valores ordenados de amostras (X1 € 0 menor).

ai: constantes geradas a partir de meio, variancias e covariancias da ordem estatistica de uma

amostra de tamanho n e uma distribuigdo normal.

Sendo W uma caracteristica em estudo, entdo formulam-se as hipoteses:

Ho: W tem distribuicdo Normal;

H1: W ndo tem distribuicdo Normal.

A repetibilidade do método foi avaliada através do desvio padrdo relativo, RSD e para
avaliar se existem diferencas significativas entre os resultados obtidos nas diferentes massas
utilizou-se a anélise de variancia com fator anico (ANOVA) em um nivel de significancia de
5% (0=0,05). Assim, foi determinada a massa minima da aliquota a ser analisada, na qual a

homogeneidade estaria assegurada.

2.5.2 Homogeneidade entre frascos

O estudo da homogeneidade é essencial para a garantia da manutencao das propriedades
fisico-quimicas do material candidato, de modo que o nimero de frascos deve ser representativo
do lote. De acordo com o ABNT ISO Guia 35 (2012), para a avaliacdo da homogeneidade,
dentre frascos, devem ser selecionados de 10 a 30 frascos do lote preparado. As determinacdes
devem ser executadas em condicOes de repetitividade: mesmo laboratorio, mesmo analista,

mesmo dia de analise.
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A homogeneidade entre frascos, do material de tecido de peixe candidato a RM, foi
avaliada conforme os critérios estabelecidos pelo ABNT ISO Guia 35 (2012). Para a realizacdo
deste estudo, foram selecionados aleatoriamente 15 frascos do lote de 600 frascos preparado (6,
41, 95, 108, 141, 182, 226, 264, 293, 324, 368, 399, 408, 518 e 596).

Seis sub-amostras de cada frasco, de aproximadamente 250 mg, foram submetidas a
digestéo sequindo procedimento mencionado anteriormente. Os parametros empregados para
as determinacdes por ICP OES estdo apresentados na Tabela 27 e por ICP-MS, na Tabela 28.

A avaliacéo estatistica dos resultados de homogeneidade foi realizada por meio da

analise de variancia com fator inico (ANOVA) em um nivel de significancia de 5% (0=0,05).

2.6 Estudo de Estabilidade da Amostra de Tecido de Peixe Candidata a RM

Moreira (2010) menciona que RM biologicos tendem a sofrer degradacdo ou alteracdo
na concentracdo dos analitos-alvo ao longo do tempo. Deste modo, o produtor do RM deve
informar quais as condicOes ideais de armazenamento e transporte para a garantia da
manutencdo dos valores de propriedade estabelecidos para o material.

De acordo com os ABNT ISO Guias 30 (2016) e 35 (2012), existem dois estudos a
serem considerados: a estabilidade a longo prazo e a curto prazo. O estudo de estabilidade a
curto prazo é empregado para a verificacdo de alteragdes nas caracteristicas de interesse do
material sob condi¢6es de transporte e o0 estudo da estabilidade a longo prazo é empregado para
avaliar o tempo de prateleira do material e as condi¢cdes de armazenamento.

Com o objetivo de diminuir a variabilidade analitica foi empregado o planejamento
isdcrono, tanto para o estudo de estabilidade de curto prazo quando para o de longo prazo. O
planejamento isdcrono foi proposto inicialmente por Lamberty et al (1998) e, ao contrario do
método classico de estudo de estabilidade (empregado na producdo do RM de racdo), neste
método é possivel realizar todas as medidas sob condigdes de repetibilidade (LINSINGER et
al, 2004). O termo “isocrono” reflete o fato de que todas as medi¢es ocorrem no mesmo tempo
(utilizando-se 0os mesmos equipamentos, analistas, condi¢cbes de calibracdo, etc.) e ndo
distribuidas ao longo do tempo do estudo, como foi o0 caso do planejamento classico empregado
na producdo do RM de racao para peixe. Ademais, segundo o ABNT ISO Guia 35 (2012), uma
vez que os dados do planejamento is6crono estdo menos dispersos ao longo do tempo, ha uma

consequente otimizagdo do estudo de estabilidade, logo a incerteza proveniente do estudo
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classico tende a ser maior do que aquela obtida pelo isdcrono. Desta maneira, a incerteza obtida
pelo planejamento is6crono favorece a obtengdo de um tempo de prateleira mais longo.

Os resultados médios, obtidos nas diversas temperaturas avaliadas, foram normalizados
aos resultados obtidos dos frascos armazenadas na temperatura de referéncia, -20°C. Os

resultados séo expressos pela razéo Rr, de acordo com a Equagéo 31 (LAMBERTY etal, 1998):

Xr
R. =
"7 X_a0ec

(31)

Onde Xt é a concentracdo média do elemento na temperatura T.

Assim também deve ser calculada a incerteza de medicdo combinada, U, que leva em
consideracdo os coeficientes de variancia resultantes das medicdes em cada uma das
temperaturas, conforme Equacdo 32 (LAMBERTY et al, 1998):

R
Up = J (CVZ + CVZ,000) X ﬁ (32)

O material é considerado estavel se RT = UT ndo for significativamente diferente de 1.

2.6.1 Estabilidade a Curto Prazo

No planejamento is6crono, a determinacdo elementar € realizada apenas apos todas as
amostras terem sido submetidas as varias temperaturas e intervalos de tempo do estudo. Frascos
do material candidato foram escolhidos aleatoriamente e armazenados em diferentes
temperaturas (-20°C, 4°C, 18°C e 37°C) por periodos de 20, 40 e 60 dias, obtendo-se um total
de 30 frascos ao final do estudo. Na Tabela 29 é apresentado o planejamento do estudo e as
areas sombreadas correspondem ao tempo de armazenamento dos frascos na referida
temperatura.

Para a avaliagéo a 37 + 3°C e 100 £ 4%, a cada 20 dias, 3 frascos foram acondicionados
dentro de um aparato em que a temperatura e a umidade foram controladas. O aparato
correspondeu a um recipiente de vidro com tampa, dentro do qual foram adicionados cerca de
2L de agua e frascos de vidro com agua. Sobre os frascos abertos foi fixada uma superficie
uniforme para suporte para os frascos a serem avaliados. A agua, inserida no sistema, foi a
responsavel pela garantia de umidade relativa a 100 + 4%. Os aparatos com os frascos foram

colocados dentro de uma estufa com temperatura controlada, fixada em 37 + 3°C (Figura 51).
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Ap0s o tempo de exposicdo, as massas caracteristicas de As, Ba, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Se, Sr, Ti, V e Zn foram determinadas por ICP OES e ICP-MS em seis
replicatas para cada frasco. Para avaliar se 0 material poderia ser transportado sob condicdes
normais, foi realizada uma comparacao dos valores obtidos para as varias temperaturas com

aqueles obtidos para os frascos controle, armazenados na temperatura de referéncia a -20°C.

Tabela 29 — Planejamento is6crono para estudo de estabilidade a curto prazo

Temperaturax Tempo  60dias 40dias 20dias 0 dias ((quantldade
e Frascos
3
Ti: 4°C 3
3
3
T2: 18°C 3
3
3
Ta: 37°C 3
3
To: -20°C 3
Analise 30 X

Armazenamento na temperatura mais baixa (-20°C)
[ Armazenamento na temperatura T indicada

Figura 51 — Estudo isocrono de estabilidade a curto prazo, 37°C e 100 % U.R.
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2.6.2 Estabilidade a Longo Prazo

Para o estudo de estabilidade a longo prazo, frascos do material candidato estdo sendo
selecionados aleatoriamente e armazenados em diferentes temperaturas (-20°C, 4°C, 18°C) por
periodos de tempo de 3, 6, 9 e 12 meses (Tabela 30). Este estudo sera realizado entre junho de
2018 e junho de 2019.

Tabela 30 — Planejamento isdcrono para estudo de estabilidade a longo prazo

Temperatura 12 meses 9 meses 6meses 3 meses 0 meses Quantidade
X Tempo de Frascos
3
3
= A0
Ti: 4°C 3
3
3
3
. 0
T2: 18°C 3
3
To: -20°C 3
Analise 27 X

Armazenamento na temperatura mais baixa (-20°C)
Armazenamento na temperatura T indicada

Assim como no estudo a curto prazo, ap6s o tempo de exposicdo, as massas
caracteristicas de As, Ba, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Se, Sr, Ti, V e Zn
serdo determinadas por ICP OES e/ou ICP-MS em seis replicatas para cada frasco e sera
realizada uma comparacdo dos valores obtidos para as varias temperaturas com aqueles obtidos
para os frascos controle, armazenados na temperatura de referéncia a -20°C.

A avaliacdo da estabilidade a longo prazo do material seréa feita pela analise de residuos
da regressdo em conjunto com a analise de variancia com fator inico (ANOVA) em um nivel
de significancia de 5% (a=0,05). Os calculos das incertezas serdo realizados conforme o ABNT
ISO Guia 35.
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2.7 Ensaio Colaborativo

Conforme mencionado no item 2.7 do Capitulo 2, o ABNT ISO Guia 35 (2012)
estabelece quatro abordagens tecnicamente validas para caracterizar o material de referéncia.
Tais abordagens incluem a realizacdo de medi¢des empregando-se: um método Unico, primario,
definitivo em um Gnico laboratério; por dois ou mais métodos de referéncia independentes em
um laboratdrio; por uma rede de laboratorios que utilizam um ou mais métodos de exatidao
demonstravel, uma abordagem de ensaio colaborativo que forneca apenas valores de
propriedades avaliados para este método. Assim como foi realizado para 0 RM de racdo para
peixe, pretende-se empregar, para 0 RM candidato de tecido de peixe, 0 método especifico,
através do ensaio colaborativo, de forma a obter valores de propriedades avaliados através de
diferentes técnicas analiticas.

Foram elaborados os documentos orientativos e as cartas convites, que estdo sendo
distribuidos aos possiveis participantes. Os elementos de interesse sdo As, Ba, Ca, Co, Cr, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Se, Sr, Ti, V e Zn, contudo os participantes sdo convidados a
avaliar também Hg e quaisquer outros elementos que sejam de interesse. Solicita-se que 0s
participantes realizem seis determinagdes independentes dos elementos no frasco recebido, com
emprego de meétodos de escolha, disponiveis em seus laboratérios, enviando os resultados
expressos em mg kg?, em base seca. Junto com os frascos do RM candidato estdo sendo
enviadas planilhas de cadastro e registro dos resultados e informacdes especificas das analises.

O tratamento dos resultados do ensaio colaborativo sera realizado através de diversas
ferramentas estatisticas como o teste de Grubbs para identificacdo de dados anémalos e
exclusdo de outliers significativos, o teste de Cochran para verificar a homogeneidade das

variancias e a analise de variancia (ANOVA) de fator Gnico.

138



3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Distribuicdo de Tamanho de Particula

Na Figura 52 é apresentado o perfil de distribui¢do granulométrica tipica do material de
tecido de peixe candidato a material de referéncia. Observa-se apenas um pico na curva, isto
significa que a distribuicdo do tamanho de particula do material tem uma distribuicéo
homogénea. Este resultado é muito importante, pois distribuigdes granulométricas multimodais
podem inviabilizar a homogeneidade do material candidato a RM. O estudo mostrou que 10%
das particulas apresentaram diametro abaixo de 5um, 50% abaixo de 168 um e 90% abaixo de

418 pm.

Figura 52 — Curva da distribuigdo granulométrica do material de tecido de peixe candidato a material de

referéncia.
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3.2 Determinacgéo da Umidade Residual

Foram sorteados aleatoriamente 6 frascos (52, 158, 294, 345, 474 e 547) e foi conduzido
0 estudo de umidade residual conforme apresentado anteriormente. Foi observado um resultado

médio de 3% (n = 36). A Tabela 31 apresenta todos 0s dados obtidos neste estudo.
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Tabela 31 — Umidade residual do RM candidato de tecido de peixe.

Amostra Mcad Mamostra Mcad +MS MS (%) reléjir(;]l:g?((j‘?/o )
F052-1 8,8463 1,0052 9,8204 96,9061 3,0939
F052-2 8,7344 1,0071 9,7101 96,8821 3,1179
F052-3 8,4087 1,0043 9,3823 96,9431 3,0569
F052-4 8,5549 1,0054 9,5301 96,9962 3,0038
F052-5 7,9014 1,0085 8,8796 96,9955 3,0045
F052-6 8,7329 1,0013 9,7057 97,1537 2,8463
F158-1 9,0473 1,0016 10,0204 97,1546 2,8454
F158-2 8,2605 1,0042 9,2326 96,8034 3,1966
F158-3 9,0615 1,0090 10,0389 96,8682 3,1318
F158-4 8,8377 1,0040 9,8112 96,9622 3,0378
F158-5 9,5540 1,0064 10,5301 96,9893 3,0107
F158-6 8,0239 1,0044 8,9993 97,1127 2,8873
F294-1 8,9464 1,0033 9,9200 97,0398 2,9602
F294-2 9,1669 1,0130 10,1485 96,9003 3,0997
F294-3 8,9252 1,0481 9,9399 96,8133 3,1867
F294-4 9,1486 1,0154 10,1321 96,8584 3,1416
F294-5 8,1969 1,0170 9,1797 96,6372 3,3628
F294-6 9,1874 1,0020 10,1596 97,0259 2,9741
F345-1 8,9594 1,0154 9,9504 97,5970 2,4030
F345-2 8,5231 1,0056 9,5047 97,6134 2,3866
F345-3 9,1275 1,0139 10,1122 97,1200 2,8800
F345-4 8,1440 1,0055 9,1210 97,1656 2,8344
F345-5 8,5858 1,0072 9,5632 97,0413 2,9587
F345-6 9,0235 1,0010 9,9969 97,2428 2,7572
F474-1 8,3744 1,0090 9,3555 97,2349 2,7651
F474-2 8,9967 1,0039 9,9725 97,2009 2,7991
F474-3 7,7979 1,0016 8,7748 97,5339 2,4661
F474-4 7,1212 1,0054 8,0971 97,0658 2,9342
F474-5 8,7866 1,0109 9,7697 97,2500 2,7500
F474-6 8,6411 1,0060 9,6184 97,1471 2,8529
F547-1 9,3735 1,0785 10,4184 96,8846 3,1154
F547-2 8,4313 1,0040 9,4037 96,8526 3,1474
F547-3 8,6931 1,0260 9,6836 96,5400 3,4600
F547-4 9,0217 1,0044 9,9916 96,5651 3,4349
F547-5 8,1703 1,0050 9,1396 96,4478 3,5522
F547-6 9,5978 1,0057 10,5683 96,5000 3,5000
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3.3 Caracterizacgo de alguns parametros de validagido das metodologias empregadas

3.3.1 Limite de Deteccéo e Quantificacao

Para a estimativa dos Limites de Deteccdo (LOD) e Quantificacdo (LOQ) foram

utilizadas as equacbes 13 a 16, apresentadas no Capitulo 2. Os limites de deteccdo e

quantificacdo para as analises por ICP OES e ICP-MS, calculados, assim como a faixa linear

estdo apresentados nas Tabela 32 e 33.

Tabela 32 - Limites de detecgdo, quantificagdo, faixa linear, comprimento de onda e orientacéo da tocha

na determinacédo dos elementos Ca, Fe, K, Mg, Na, P e Zn, por ICP OES.

Faixa Linear (mg

Elemento Comprimento de onda (nm) LY LOD(mgL?') LOQ(mgL?') R2

Ca 422,673° 0,01-10 0,043 0,144 0,9999
Fe 238,204¢ 0,01-2 0,0008 0,0028 0,9999
K 766,491° 1-100 0,0347 0,1155 0,9999
Mg 285,213¢ 0,01-20 0,0042 0,0140 0,9994
Na 589,592° 0,1-100 0,0045 0,0149 0,9999
P 213,618? 1-100 0,0134 0,0446 0,9995
Zn 213,857° 0,01-2 0,0015 0,0051 0,9994

a — vista axial; b — vista radial e c — SVDV

Tabela 33 - Limites de deteccdo e quantificacdo, uso de padrdes internos e de célula de colisdo na

determinagdo dos is6topos por ICP-MS.

Is6topo Célula de Colisdo  Padréao Interno LOD (ug L) LOQ (ug LY
SAs - - 0,011 0,035
13Ba - - 0,046 0,152
%Co - - 0,003 0,011
53Cr - 103Rh 0,034 0,113
8Cu - "“Ge 0,025 0,084
5Mn He "“Ge 0,025 0,085
%Mo He - 0,012 0,040
0N He - 0,040 0,134
8Se He - 0,372 1,239
83y - - 0,079 0,263
8Ti He "“Ge 0,074 0,246
Sy He "“Ge 0,012 0,039
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3.3.2 Andlise de Materiais de Referéncia Certificados

Para validacdo do método, foram utilizados dois CRMs: NIST 1566b — Oyster Tissue e
DOLT-5 — Dogdfish liver e 0 RM IPEN 001 — Trace element in fish tissue. Foram escolhidas
trés linhas de emissdo em ICP OES para cada elemento, sendo definidas para os estudos
subsequentes as linhas que apresentaram os menores valores de coeficiente de variacdo e 0s
melhores valores de recuperacdo em relagdo aos RMs avaliados.

Na Tabela 34 sdo apresentadas as médias das fracGes de massa obtidas por ICP OES,
que se apresentaram dentro do valor certificado para Ca, Fe, K, Mg, Na, P e Zn garantindo
assim uma boa precisao nos resultados. Foi realizado o teste t-student ndo pareado, de modo
gue os elementos avaliados ndo demonstraram diferenca significativa entre os resultados

obtidos e os valores certificados, em um nivel de 95% de confianca.

Tabela 34 - Média dos teores obtidos para 0s CRMs DOLT-5, NIST 1566b e RM FT-IPEN (n=6),
determinados por ICP OES (base umida).

DOLT-5 NIST 1566b Fish Tissue - IPEN

Elemento  Valor Determinado Rec. Valor Determinado Rec. Valor Determinado Rec.

certificado 1 o certificado 1 o certificado 1 o
(makgy) (MIKED) () ey MOk (%) Ty (Make) (%)
62093 + 834 32+ 75220 %
Ca 55080 . 1129 838220 830" 99 o
Fe 1070480 95649+539 894 2058+6,8 18170+6,00 88,3 1‘?%%1' 11,98+030 884
14400 = 12555 =
K WOF 1384751 962 6520£90 599778 920 o0t 12336171 983
Mg ~ 940£100 82717389 880 1085%23 .ooF 855 - 1005 + 17
Na 9fg80i 10472 158 1058 3297+53 2993446 O15 4775+145 4729+64 991
P 11500%*  11105+190 96,6 - 6970 £114 - - 7078 + 90
Zn  1053+54 8662+011 823 1424+46 1169+22 821 1%%%i 14414027 865

(média * desvio padréao) *valor de referéncia; ** valor informativo

Conforme mencionado no item 2.4.1 deste Capitulo, para as determinacGes por ICP-
MS, foi necessario fazer a otimizagéo das melhores condicdes para a determinacgéo dos isotopos
SAs, 1¥37Ba, ¥Co, *3Cr, 8BCu, *Mn, ®Mo, *°Ni, 8Se, 8Sr, “Ti e >V. As condices estudadas
para o ICP-MS foram: modo no gas (sem célula de colisdo) com e sem adi¢do online de solugdo
de 10 ug kg* de padrdes internos de "*Ge* e ®Rh*; com o uso da célula de colisdo (4,5 mL

min? de He), utilizando ou ndo os padrdes internos. Os padrdes internos sdo comumente
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empregados para a correcdo de possiveis efeitos de transporte. Na Tabela 35 s&o apresentados

os valores obtidos em relacdo a recuperagdo dos analitos-alvo nos RMs avaliados. Os melhores

valores de recuperacdo estdo destacados em negrito e refletem as condigdes utilizadas para

avaliacdo do RM candidato de tecido de peixe.

Tabela 35 — Recuperacgdes (%) obtidas para as diferentes condi¢des de operac¢do do ICP-MS (n = 6).

Is6 Modo Modonogas Modo no gas Modo He Modo He Modo He
sotopos RMs no gas "“Ge 103Rh (4,5 mL min't) "“Ge 103Rh
DOLT-5 88 85 84 87 87 85
SAs NIST 1566b 96 90 94 93 95 90
FT-IPEN 89 86 88 83 84 85
DOLT-5 - - - - - -
1Ba  NIST 1566b 88 81 84 85 84 82
FT-IPEN - - - - - -
DOLT-5 98 86 94 81 84 81
%Co NIST 1566b 94 88 94 89 96 88
FT-IPEN - - - - - -
DOLT-5 83 81 89 86 85 85
SCr NIST 1566b - - - - - -
FT-IPEN - - - - - -
DOLT-5 93 99 88 94 97 92
8Cu NIST 1566b 94 101 93 95 101 92
FT-IPEN 110 108 123 114 125 122
DOLT-5 94 88 87 92 102 90
®Mn  NIST 1566b 95 88 92 91 106 89
FT-IPEN 35 26 30 71 72 72
DOLT-5 91 88 86 95 91 89
%Mo  NIST 1566b - - - - - -
FT-IPEN - - - - - -
DOLT-5 80 76 75 94 82 85
ONi NIST 1566b 84 82 84 92 88 90
FT-IPEN - - - - - -
DOLT-5 <LOD <LOD <LOD 108 64 81
83e NIST 1566b <LOD <LOD <LOD 99 85 92
FT-IPEN <LOD <LOD <LOD 94 77 100
DOLT-5 90 84 83 84 85 82
8gr NIST 1566b 92 86 89 88 92 85
FT-IPEN - - - - - -
DOLT-5 - - - - - -
8Ti NIST 1566b 114 110 110 87 97 88
FT-IPEN - - - - - -
DOLT-5 111 108 110 90 97 89
Sy NIST 1566b 97 98 96 94 106 92
FT-IPEN - - - - - -
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Na Tabela 36 sdo apresentados os valores médios de concentracdo obtidos em relacéo a

recuperacdo para As, Ba, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Se, Sr, Ti e V. Foi realizado o t de Student

ndo pareado, de modo que os elementos avaliados ndo demonstraram diferenca significativa

entre os resultados obtidos e os valores certificados, em um nivel de 95% de confianca. Dessa

forma, pode-se confirmar a exatiddo do método de decomposicao e de determinagdo por ICP-

MS.

Tabela 36 - Média dos teores obtidos para 0s CRMs DOLT-5, NIST 1566b e RM FT-IPEN (n=6),
determinados por ICP-MS.

DOLT-5 NIST 1566b Fish Tissue - IPEN
Elemento Vg!or Determinado Rec. V_a!or Determinado Rec. V_a!or Determinado Rec.
certificado (mg kgd) (%) certificado (Mg kg) (%) certificado (mg kg™) (%)
(mg kg (mg kg?) (mg kg
As 346+24 3050+006 88 7,65+065 7,37+005 96 59+027 5232+0,007 89
Ba - - - 86+03* 754+015 88 - - -
0,267 + 0,371+
Co 0,026 0,262 + 0,008 98 0,009 0,347 +0,008 94 - - -
2,35+
Cr 0.58* 2,10 £ 0,04 89 - - - - - -
Cu 350+£24 34,6+0,96 9 71616 7235+1,76 101 1,16+0,07 1,25+0,41 108
Mn 891 9,10+056 102 185+0,2 19,63+1,08 106 0,37+ 0,267 £0,006 72
0,70* ] -_— ] ] -_— 1 ] -_— 1 0,0027 b _— 1
Mo 1,41+0,22 1,34+0,22 95 - - - - - -
. 1,71+
Ni 0. 56% 1,61 +0,28 94 1,04+0,09 0,95+0,01 92 - - -
Se 8,3+1,8 899+122 108 2,06+0,15 2,03+041 99 295+0,14 2,77+0,50 94
Sr 3,73+0,26 3,35+0,21 90 6,8+0,2* 6,24+0,31 92 - - -
. 12,24 +
Ti - - 0.39* 11,87+1,03 97 - - -
V. 051+006 049+002 97 065527; 0,612 +0,033 106 - ; -

*valor de referéncia

3.4 Estudo de Homogeneidade

3.4.1 Avaliacéao Inicial

Assim como foi feito para o RM de racdo para peixe, para a avaliacéo e interpretacao

dos dados, foi utilizada analise multivariada de componentes principais (PCA) executada no

Software Pirouette® 4.0, com 500 frascos do lote preparado. Antes de efetuar estas analises, 0s
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espectros de NIR foram normalizados, a primeira derivada foi aplicada e, entdo, os espectros
foram centrados na media.

Baseado na avaliacdo da homogeneidade pela PCA foi possivel determinar que com as
com as duas primeiras componentes principais € possivel descrever 97,9% da variancia
explicada para a avaliagdo entre frascos. Tendo em vista que a PCA possibilita o agrupamento
de amostras com composi¢do quimica similar, avaliada pelos espectros NIR, o gréafico de scores
para a avaliacdo entre frascos (Figura 53), sugere uma boa correlagdo para a maioria dos 500
frascos avaliados e suas repeticdes, num intervalo de 95% de confianca (intervalo delineado
pela elipse no grafico de scores). Contudo, com base nesta avalia¢do inicial, decidiu-se pela
excluséo de 27 frascos do lote, uma vez que eles se caracterizam como outliers nessa avaliagao.
Os frascos removidos do lote foram: 2, 3, 4, 36, 40, 65, 70, 93, 125, 132, 154, 181, 191, 236,
244, 260, 275, 281, 300, 306, 360, 442, 501, 572, 577, 595 e 598.

Figura 53 - Gréfico de scores com as duas componentes principais da avaliagdo de homogeneidade entre
frascos.

Factor 2 (3.6%)

Factor 1 (95.3%)

3.4.2 Estudo de Homogeneidade Intra-frasco e Estimativa da massa minima

Este teste verifica se ha diferenca entre as por¢cdes amostradas dentro de um mesmo
frasco. Este estudo foi realizado utilizando um frasco, n® 469, selecionado aleatoriamente, para

verificar a existéncia de diferenca entre as por¢des amostradas dentro de um mesmo frasco.
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Na Tabela 37 s&o apresentados os resultados das médias das concentragdes obtidos por
ICP OES e ICP-MS a partir de diferentes massas de amostra (100 mg, 200 mg, 250 mg, 300

mg e 400 mg), em seis sub-amostras.

Tabela 37 —Fra¢6es de massa de As, Ba, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Se, Sr, Ti, Ve

Zn, obtidas nas porcBes amostradas em digestdo em micro-ondas com cavidade (n=6).

100 mg RSD 200mg RSD 250mg RSD 300mg RSD 400 mg RSD

Elementos (mtSD) (%) (mxSD) (%) (miSD) (%) (m#SD) (%) (miSD) (%)

(ugAlfg'l) 457'%561 15,42 3%’,‘(‘)‘21“ 17,55 3‘;’;261“ 8,52 3%,1214? 14,14 3%%07i 10,20
o TS o WO an B e 8 ne B
ooy EST an B s S 0T
(ugclfg_l) 272',17%1“ 10,29 213’%%1“ 14,32 1%,%%1 8,03 2%’211 15,27 2%',12? 30,89
(mgFﬁg_l) 111';951 12,30 953; 9,02 1%2‘(‘5* 2,58 1%’16;38* 6,71 1%2)%1 5,51
I e IS0 192 o W ST
N TR, W N A
oS RS o T B 952 nn ST s
(mg']\'sg_l) Ha8r  e7g 100F 913 MTE 385 M8 1608 10042135 1235
e o S e B0 i BE i T am
(mgpkg_l) SOE el 0T e23 V% gy P9NE 1329 56534580 1042
ity B e B ww % e 2w 0 a
iy S mw 55 wm B DI ne U5
IR S8 w8 g A U85 e
(ug\l/<g'1) 4%'%7; 22,79 383'%721“ 9,02 43171331“ 8,93 4?6%72; 21,94 43;;%1 23,05
(ngEg‘l) 151',3(’)%1“ 6,74 1‘3221“ 6,37 1%?; 2,76 12’29; 352 15994181 11,30

O ABNT ISO Guia 35 (2012) menciona que a primeira etapa na avaliagdo dos dados
consiste em verificar a existéncia de alguma tendéncia nos dados e sugere que uma aproximagao
linear € o modelo mais adequado. Na avaliag@o de tendéncia foi observado uma diferenca das
concentragOes obtidas para a massa de 100mg (médias maiores que para as outras massas) para

146



Concentragao, ng kg!
] w E - 3
S S S O

-
=]

50

700

= 600

kg

mg
th
[=]
[=]

ao,

¢

£y
S
S

Concentra
L]
[=]
(=]

[*]
[=
o

100

50

1150

g

850

700

550

Concentracio, ug ke!

250

100

50

As, Co, Cu, Fe e Mo (vide Tabela 37). Foi observado aumento no valor da concentragdo com
aumento da massa para Ca, Cr, K, Mg, Mn, Sr, V e Zn. Na Figura 54 é apresentada a

investigacdo de tendéncia nos resultados em funcéo da massa.

Figura 54 — Investigacdo de tendéncia no estudo de homogeneidade dentro do frasco. Resultados
apresentados por ordem de massa, com ajuste de curva linear. (a) As, (b) Ba, (c) Ca, (d) Co, (e) Cr, (f)
Cu, (9) Fe, (h) K, (i) Mg, (j) Mn, (k) Mo, (1) Na, (m) Ni, (n) P, (0) Se, (p) Sr, () Ti, (nV e (s) Zn.
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Figura 54 — Investigacdo de tendéncia no estudo de homogeneidade dentro do frasco. Resultados
apresentados por ordem de massa, com ajuste de curva linear. (a) As, (b) Ba, (c) Ca, (d) Co, (e) Cr, (f)
Cu, (9) Fe, (h) K, (i) Mg, (j) Mn, (k) Mo, (I) Na, (m) Ni, (n) P, (0) Se, (p) Sr, (a) Ti, (NV e (s) Zn.
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Figura 54 — Investigacdo de tendéncia no estudo de homogeneidade dentro do frasco. Resultados
apresentados por ordem de massa, com ajuste de curva linear. (a) As, (b) Ba, (c) Ca, (d) Co, (e) Cr, (f)
Cu, (9) Fe, (h) K, (i) Mg, (j) Mn, (k) Mo, (I) Na, (m) Ni, (n) P, (0) Se, (p) Sr, (a) Ti, (NV e (s) Zn.
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Figura 54 — Investigacdo de tendéncia no estudo de homogeneidade dentro do frasco. Resultados
apresentados por ordem de massa, com ajuste de curva linear. (a) As, (b) Ba, (c) Ca, (d) Co, (e) Cr, (f)
Cu, (9) Fe, (h) K, (i) Mg, (j) Mn, (k) Mo, () Na, (m) Ni, (n) P, (0) Se, (p) Sr, (q) Ti, (NV e (s) Zn.
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Para andlise dos resultados, primeiramente foram aplicados os testes de Grubbs, para
detectar a presenca de dados andémalos, o teste de Shapiro-Wilks (Software Past 3.21), para
verificar a distribuicdo normal dos resultados, apresentado para cada massa, juntamente com o
gréafico de probabilidade normal no Apéndice C, e o teste de Levene (software Past 3.21) para
verificar a homogeneidade das variancias. Os resultados obtidos para cada elemento em um

nivel de confianga de 95% podem ser observados na Tabela 38.
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Tabela 38 - Resultados dos testes estatisticos realizados para avaliar os requisitos de ANOVA na

avaliacdo da homogeneidade intra-frasco.

Elemento Grubbs (n° de dados Shapiro-Wilk Levene .
andmalos) w Valor-p Valor-p

As - 0,967 0,469 0,145 30
Ba - 0,973 0,610 0,092 30
Ca - 0,963 0,374 6,12E-06 30
Co - 0,910 0,015 0,705 30
Cr - 0,957 0,257 0,929 30
Cu - 0,875 0,002 0,323 30
Fe - 0,973 0,611 0,172 30
K - 0,963 0,362 0,513 30
Mg - 0,932 0,057 0,206 30
Mn - 0,953 0,205 0,371 30
Mo - 0,891 0,005 0,825 30
Na - 0,956 0,243 0,196 30
Ni - 0,971 0,565 0,002 30
P - 0,944 0,113 0,305 30
Se - 0,915 0,020 0,587 30
Sr - 0,945 0,121 0,160 30
Ti - 0,994 1,000 0,612 30
\% - 0,977 0,750 0,107 30
Zn - 0,978 0,781 0,033 30

Tabela 39 — Resultados dos testes estatisticos realizados para avaliar os requisitos de ANOVA na

avaliacdo da homogeneidade intra-frasco, desconsiderando os dados da massa de 100mg para Ca e Co

e sem a massa de 300 mg para Zn.

Grubbs (n° de dados Shapiro-Wilk Levene
Elemento n
andmalos) w Valor-p Valor-p
Ca - 0,948 0,248 2,49E-05 24
Co - 0,891 0,014 0,634 24
Zn - 0,982 0,933 0,0546 24
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Como pode ser observado na tabela os valores obtidos para o valor- p , no teste de
Shapiro-Wilk, resultaram maiores que 0,05 indicando a aceitacdo da hipdtese Ho dos testes
aplicados com 95% de confianca, exceto para Co e para Ca, o teste de Levene obteve valor-p
inferior a 0,05. No teste de Shapiro-Wilks, Ho € que os resultados seguem uma distribuicéo
normal, e no teste de Levene, Ho é que as variancias dos dados sdo homogéneas.

Os conjuntos de dados, por massa, foram considerados normais, no nivel de
significancia de 0,05, no teste de normalidade de Shapiro-Wilk, conforme apresentado no
Apéndice C1. Conforme pode ser visto no Apéndice C2, a maioria dos dados provem de uma
populagdo normal, haja vista a ndo aleatoriedade da distribuicdo dos pontos na reta.

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) de fator Gnico dentro de um intervalo de
confianga de 95% (o = 0,05) para avaliar se existem diferengas entre as quatro massas
amostradas. Para avaliacdo comparou—se o0 valor de Feritico em relagdo ao valor do Feaiculado para
cada elemento. Como foi verificada variagdo na concentragdo obtida em funcdo da massa da
sub-amostra utilizada para diversos elementos, o teste ANOVA foi repetido, ap6s avaliacao
com teste Grubbs e remocdo da massa de 100 mg que apresentou maior variacao nos testes para
As, Ca, Co, Fe, Mg e Mn e a massa de 300 mg para Zn, até que o conjunto de dados fosse
aprovado no teste de igualdade de massas. A Tabela 40 apresenta os dados estatisticos da
variancia ANOVA e a Tabela 41 contempla os elementos em que foi realizada a exclusao de
dados. Mesmo com a exclusdo de dados de 100mg, o valor de Fcritico S8 manteve menor em
relacéo ao valor do Feaiculado para Ca, Fe, Zn.

Uma vez que ndo se pode definir a massa minima pela avaliacdo de diferencas, foi
definida a quantidade que resultou no menor desvio padréo relativo (RSD). Dessa forma, foi
estabelecida a massa de 250 mg para os estudos subsequentes, sendo obtidos 0s menores

desvios para os elementos avaliados.
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Tabela 40 — Dados ANOVA fator Gnico para a estimativa da massa minima da amostra de tecido de

peixe candidata a RM.

Elemento Fonte da variagéo SQ gl MQ Fealcutado ~ valor-P Feritico
Entre frascos 497,94 4 124,48 4,65 0,01 2,76
As Dentro dos frascos 669,86 25 26,79
Total 1167,79 29
Entre frascos 290 4 72,49 0,03 1,00 2,76
Ba Dentro dos frascos 53366 25 2134,63
Total 53656 29
Entre frascos 114941 4 28735,34 4,86 0,005 2,76
Ca Dentro dos frascos 147782 25 5911,27
Total 262723 29
Entre frascos 222,48 4 55,62 4,09 1,10E-02 2,76
Co Dentro dos frascos 340,23 25 13,61
Total 562,71 29
Entre frascos 152573 4 38143 191 0,14 2,76
Cr Dentro dos frascos 498357 25 19934
Total 650930 29
Entre frascos 17936 4 4484 0,66 0,62 2,76
Cu Dentro dos frascos 169362 25 6774
Total 187298 29
Entre frascos 18,48 4 4,62 5,89 0,002 2,76
Fe Dentro dos frascos 19,62 25 0,78
Total 38,10 29
Entre frascos 7417095 4 1854274 2,47 0,07 2,76
K Dentro dos frascos 18776666 25 751067
Total 26193761 29
Entre frascos 122451 4 30613 3,60 0,02 2,76
Mg Dentro dos frascos 212320 25 8493
Total 334771 29
Entre frascos 62808 4 15702 4,30 0,01 2,76
Mn Dentro dos frascos 91348 25 3654
Total 154156 29
Entre frascos 1919,86 4 479,97 2,11 0,11 2,76
Mo Dentro dos frascos 5680,55 25 227,22
Total 7600,41 29
Entre frascos 130096 4 32524 2,20 0,10 2,76
Na Dentro dos frascos 369657 25 14786
Total 499752 29
Entre frascos 38559 4 9640 1,17 0,35 2,76
Ni Dentro dos frascos 205356 25 8214
Total 243915 29
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Tabela 40 — Dados ANOVA fator Gnico para a estimativa da massa minima da amostra de tecido de

peixe candidata a RM. Continuacéo.

Elemento Fonte da variagéo SQ gl MQ Fealcutado ~ valor-P Feritico
Entre frascos 1279672 4 319918 1,30 0,30 2,76
P Dentro dos frascos 6147062 25 245882
Total 7426734 29
Entre frascos 3764 4 941 0,07 0,99 2,76
Se Dentro dos frascos 351020 25 14041
Total 354784 29
Entre frascos 709313 4 177328 1,67 0,19 2,76
Sr Dentro dos frascos 2658478 25 106339
Total 3367791 29
Entre frascos 18111 4 4528 0,27 0,89 2,76
Ti Dentro dos frascos 417772 25 16711
Total 435883 29
Entre frascos 41451 4 103,63 1,56 0,22 2,76
Vv Dentro dos frascos 1659,41 25 66,38
Total 2073,92 29
Entre frascos 27,00 4 6,75 5,85 0,002 2,76
Zn Dentro dos frascos 28,85 25 1,15
Total 55,85 29

SQ: Soma Quadratica; g.l.: Grau de Liberdade; MQ: Média Quadratica; F critico para o = 0,05

Tabela 41 - Dados da ANOVA fator Unico para a estimativa da massa minima da amostra candidata a

material de referéncia, apds exclusdo de dados.

Elemento  Fonte da variagédo SQ gl MQ Fcaculado ~ valor-P Feritico
Entre frascos 14,67 3 4,89 0,23 0,87 3,10
As Dentro dos frascos 425,12 20 21,26
Total 439,79 23
Entre frascos 83910 3 27970 4,02 0,02 3,10
Ca Dentro dos frascos 139173 20 6959
Total 223083 23
Entre frascos 6,70 3 2,23 0,15 0,93 3,10
Co Dentro dos frascos 301,19 20 15,06
Total 307,90 23
Entre frascos 11,19 3 3,73 8,20 0,001 3,10
Fe Dentro dos frascos 9,09 20 0,45
Total 20,28 23
Entre frascos 72639 3 24213 2,48 0,09 3,10
Mg Dentro dos frascos 195246 20 9762
Total 267885 23
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Tabela 41 - Dados da ANOVA fator Unico para a estimativa da massa minima da amostra candidata a

material de referéncia, apds exclusdo de dados. Continuacéo.

Elemento  Fonte da variacéo SQ ol MQ Fcacutado valor-P Feritico
Entre frascos 8045 3 2681,56 0,97 0,43 3,10
Mn Dentro dos frascos 55267 20 2763,36
Total 63312 23
Entre frascos 5,41 3,00 1,80 1,34 0,29 3,10
Zn Dentro dos frascos 26,96 20,00 1,35
Total 32,37 23,00

O teste de Levene detectou um desvio para Ca, Ni e Zn e o teste de Shapiro-Wilks
detectou um desvio da normalidade para Co, Cu, Mo e Se, motivo pelo qual sera utilizado no
estudo, além do teste de ANOVA tradicional, o teste de Kruskal-Wallis, que é um teste ndo
paramétrico que também ¢é utilizado para determinar se existem diferencas significativas entre
as médias de grupos de dados, mas ndo assume a normalidade da distribuicdo. A Tabela 42
apresenta as estatisticas do teste de Kruskal-Wallis, onde podemos observar que o valor-p é
maior que 0,05, assim como verificado na ANOVA sem o0s dados da massa de 100mg para Co
e sem a de 300mg para Zn e com todos as massas para Cu, Mo, Ni e Se. Todavia, na ANOVA

para Ca o valor-p se manteve menor que 0,05.

Tabela 42 - Estatisticas de ANOVA e teste de Kruskal-Wallis para os resultados obtidos.

Elemento ANOVA Kruskal-Wallis

Feritico 3,10 )

Ca Fealculado 4,02 _
Valor-p 0,02 0,08

Feritico 3,10 .

Co Fealculado 0,15 i
Valor-p 0,93 0,56

Feritico 2,76 i

Cu Fcalculado 0,66 _
Valor-p 0,62 0,56
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Tabela 42 - Estatisticas de ANOVA e teste de Kruskal-Wallis para os resultados obtidos. Continuacao.

Elemento ANOVA Kruskal-Wallis

Feritico 2,76 _

Mo Fcalcutado 2,11 ]
Valor-p 0,11 0,16

Feritico 2,76 ]

Ni Featculado 1,17 _
Valor-p 0,35 0,35

Feritico 2,76 ]

Se Featculado 0,07 .
Valor-p 0,99 0,81

Feritico 3,10 -

Zn Fcalcutado 1,34 ]
Valor-p 0,29 0,32

3.4.3 Estudo de Homogeneidade Entre Frascos

Para este estudo, foram pesadas massas de 250 mg de amostra, em seis replicatas, de
cada um dos 15 frascos selecionados (6, 41, 95, 108, 141, 182, 226, 264, 293, 324, 368, 399,
408, 518 e 596), em frascos de digestdo, sendo adicionados 6 mL de HNO3z 50% e 2 mL de
H202 30% (m/v) e realizado o preparo conforme citado anteriormente e as determinacdes
multielementares por ICP OES e ICP-MS.

Para avaliar se ha ou ndo homogeneidade no lote de frascos preparados do material de
tecido de peixe candidato a material referéncia, foi utilizado ANOVA fator Unico no nivel de
significancia de 5% (a=0,05), como ferramenta estatistica. A ANOVA verifica se ha diferengas
significativas nas concentracdes dos elementos ao longo dos frascos, por meio do teste F.
Portanto quando 0 Fcaiculado TOr menor que o Feritico, Se aceita que ha homogeneidade entre as
amostras em um nivel de confianca de 95%.

A Figura 55 representa a homogeneidade entre frascos para cada parametro avaliado.
Nelas sdo apresentadas as réplicas e os limites superiores e inferiores (linha vermelha) e central
(linha preta). A elaboracdo dos graficos de controle aplicada nesta secdo, foi explicada no

Capitulo 2.
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Figura 55 — Homogeneidade entre os frascos para 0s macro e micronutrientes e contaminantes. (a) As,
(b) Ba, (c) Ca, (d) Co, (e) Cr, (f) Cu, (g) Fe, (h) K, (i) Mg, () Mn, (k) Mo, (I) Na, (m) Ni, (n) P, (0) Se,

(p) Sr, (@) Ti, (NV e (s) Zn.
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Assim como na producdo do RM de racdo para peixe, os dados passaram por uma
verificagdo quanto & sua normalidade. Primeiramente, realizou-se a avaliagdo da existéncia de
valores extremos no conjunto de resultados, aplicando-se o teste de Grubbs para identificacdo
de dados anémalos e a exclusao de outliers significativos.

Foi utilizado o valor critico de F-o0,05) = 1,83, 0 qual foi comparado ao Fcaicuiado para
cada elemento. A hipotese nula Ho assume que ndo ha diferenca significativa entre os valores
das determinagdes, em um intervalo de confianca de 95%. Enguanto que Hi, a hipdtese
alternativa, assume que ha diferenca significativa, para 0 mesmo intervalo de confianca. Tendo
isto em vista, se Feritico for maior que 0 Fearculado, @ hipOtese nula é aceita e o material e
considerado homogéneo, enquanto que quando Feritico € Menor que 0 Fealculado, 0 Material ndo é
considerado homogéneo. As Tabelas 43 e 44 apresentam os dados da ANOVA fator Gnico no

nivel de significancia de 5% (o = 0,05) para os parametros avaliados.

Tabela 43 — Dados ANOVA fator Unico para a avaliagdo da homogeneidade entre frascos da racdo
candidata a RM para os dados obtidos por ICP OES.

Elemento Fonte da variagéo SQ gl MQ Featcutado Valor-p  Feritico
Entre frascos 46421 14 3316 1,29 0,23 1,83
Ca Dentre frascos 192586 75 2568
Total 239007 89
Entre frascos 4,18 14 0,30 0,66 0,80 1,83
Fe Dentre frascos 33,76 75 0,45
Total 37,94 89
Entre frascos 5276400 14 376886 1,30 0,23 1,83
K Dentre frascos 21674269 75 288990
Total 26950670 89
Entre frascos 29203 14 2086 1,26 0,25 1,83
Mg Dentre frascos 124036 75 1654
Total 153239 89
Entre frascos 77452 14 5532 1,43 0,16 1,83
Na Dentre frascos 290056 75 3867
Total 367508 89
Entre frascos 1632514 14 116608 1,24 0,26 1,83
P Dentre frascos 7028828 75 93718
Total 8661342 89
Entre frascos 25,79 14 1,84 1,44 0,16 1,83
Zn Dentre frascos 95,74 75 1,28
Total 121,53 89
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Tabela 44 — Dados ANOVA fator Unico para a avaliacdo da homogeneidade entre frascos da racéo

candidata a RM para os dados obtidos por ICP-MS.

Elemento Fonte da variagéo SQ gl MQ Fcaculado Valor-p  Feritico
Entre frascos 944,42 14 67,46 1,94 0,04 1,83
As Dentre frascos 2611,29 75 34,82
Total 3555,71 89
Entre frascos 73024 14 5215,98 0,87 0,60 1,83
Ba Dentre frascos 450949 75 6012,65
Total 523973 89
Entre frascos 151,39 14 10,81 2,10 0,02 1,83
Co Dentre frascos 385,66 75 5,14
Total 537,05 89
Entre frascos 378499 14 27036 1,54 0,12 1,83
Cr Dentre frascos 1314654 75 17529
Total 1693153 89
Entre frascos 99116 14 7080 1,64 0,09 1,83
Cu Dentre frascos 323028 75 4307
Total 422144 89
Entre frascos 24475 14 1748 0,98 0,48 1,83
Mn Dentre frascos 133324 75 1778
Total 157799 89
Entre frascos 853 14 61 1,27 0,25 1,83
Mo Dentre frascos 3596 75 48
Total 4449 89
Entre frascos 30320 14 2166 1,75 0,06 1,83
Ni Dentre frascos 92940 75 1239
Total 123260 89
Entre frascos 57300 14 4093 0,71 0,76 1,83
Se Dentre frascos 432756 75 5770
Total 490055 89
Entre frascos 116951 14 8354 0,31 0,99 1,83
Sr Dentre frascos 2010339 75 26805
Total 2127290 89
Entre frascos 126756 14 9054 0,52 0,91 1,83
Ti Dentre frascos 1308800 75 17451
Total 1435556 89
Entre frascos 540 14 39 1,10 0,37 1,83
\/ Dentre frascos 2620 75 35
Total 3160 89
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Ademais, foram calculados os valores das incertezas da homogeneidade (un) € 0 valor-

p, conforme ISO GUIA 35, usando as equac0es 1 e 2 citadas inicialmente.

Foi possivel observar que o lote pode ser considerado homogéneo para praticamente

todos os elementos, uma vez que ndo foi verificada diferenca estatistica significativa no nivel de

confianga de 5% (Tabela 45 e 46). Para As e Co houve diferenca significativa e, nesse enfoque,

deve ser considerado o grau de heterogeneidade para esses parametros.

Tabela 45 — Resumo da avaliagdo estatistica para o estudo de homogeneidade para os elementos
determinados por ICP OES.

Analito Feritico Fealcuiado ~ Média (mg kg?) U, (Mg kg?) Valor-p
Ca 1,83 1,29 413,92 11,17 0,23
Fe 1,83 0,66 8,80 0,111 0,80
K 1,83 1,30 10234,47 121,03 0,23
Mg 1,83 1,26 802,93 8,49 0,25
Na 1,83 1,43 1127,44 16,66 0,16
P 1,83 1,24 5889,22 61,77 0,26
Zn 1,83 1,44 16,11 0,307 0,16

Tabela 46 — Resumo da avaliagdo estatistica para o estudo de homogeneidade para os elementos

determinados por ICP-MS.

Analito Feritico Fealculado Média (ug kg?) U (g kg?) Valor-p
SAs 1,83 1,94 38,05 2,33 0,04
137Ba 1,83 0,87 296,95 12,79 0,60
*Co 1,83 2,10 17,20 0,97 0,02

3Cr (1%Rh) 1,83 1,54 679,25 39,81 0,12
83Cu (“Ge) 1,83 1,64 861,69 21,50 0,09
*Mn (He e "*Ge) 1,83 0,98 384,83 6,96 0,48
%Mo (He) 1,83 1,27 77,69 1,47 0,25

Ni (He) 1,83 1,75 352,17 12,43 0,06

78Se (He) 1,83 0,71 309,55 12,53 0,76
83r 1,83 0,31 853,54 27,01 0,99

“Ti (He) 1,83 0,52 909,86 21,79 0,91

51/ (TGe) 2,83 1,10 33,53 0,78 0,37
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3.5 Estudo de Estabilidade

3.5.1 Estabilidade a Curto Prazo

Para o estudo de estabilidade a curto prazo do RM candidato de tecido de peixe, foi
aplicado o planejamento isdcrono (Lamberty et al., 1998). Todos os frascos do estudo foram
armazenados inicialmente na temperatura referéncia de -20°C. De 20 em 20 dias, 3 frascos
foram retirados da temperatura de -20°C e colocados na temperatura selecionada, conforme
supracitado. Trés frascos (28, 327 e 587), selecionados aleatoriamente, foram mantidos na
temperatura de referéncia -20°C durante os 60 dias do experimento. Os frascos, selecionados
aleatoriamente que ficaram na temperatura de 4°C foram: 137, 351, 538 (permaneceram por 60
dias); 21, 364, 458 (permaneceram por 40 dias) e 17, 200, 510 (permaneceram por 20 dias). Na
temperatura de 18°C: 256, 342, 417 (permaneceram por 60 dias); 5, 396, 599 (permaneceram
por 40 dias) e 265, 336, 558 (permaneceram por 20 dias) e na temperatura de 37°C e umidade
relativa de 100%: 87, 184, 496 (permaneceram por 60 dias); 66, 194, 468 (permaneceram por
40 dias) e 83, 262, 356 (permaneceram por 20 dias).

Séo apresentadas nas Tabelas 47 e 48, as concentraces em base Umida, obtidas por ICP

OES e ICP-MS, para o estudo de estabilidade a curto prazo.

Tabela 47 — Fragdes de massa dos elementos (mg kg™) obtidas por ICP OES para o estudo de estabilidade
a curto prazo (base umida).

o Tempo
T (°C) (dias) Ca Fe K Mg Na P Zn

42694+  1040% 10081+ 85550+  1185% 1685%

20 60 36,05 0,66 188 15.14 19 9B T4y
44269+ 1009+ 10674+ 8400+ 11641 1652+

4 60 30,07 0,57 265 18,54 20 o8METL i,
44333+ 1020+ 10730+ 85617+  1182¢ 1673¢

4 40 35.22 0,40 289 19.08 93 985354 T ag
44560+ 1001+ 10826+ 84840+  1175% 16.60

4 20 30,42 0,52 289 2021 g7 986645 T
42011+ 1011+ 10780+ 86442+  1178% 17141

18 60 3513 0.36 156 12,23 16~ 0084%72 T )
5 a0 3704 1008+  10758% 85697+  1l/8% G078+  16,04%

34,82 0,45 157 15.10 21 111 0.31
43855+ 1070+ 10820+ 86148+  118l< 1713¢

18 20 32,62 0,66 188 14.69 16 0079%8 T4
37 60 3(‘9341'%%i 951+073 1O§ff * 7%5;’7321 11:?;’ * 5604+77 1%'857;
44523 + 10576+ 83792+ 1149+ 5855+  16.65%

8 40 3813 2%%051  "ng 14.73 10 112 0.24
436,07 £ 10616+ 84421+ 1157 < 1653+

37 20 s 945042 000 e o seTies0 TOO8
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Tabela 48 — FragGes de massa dos elementos (ug kg) obtidas por ICP-MS para o estudo de estabilidade
a curto prazo (base umida).

(°I:) T(g'iggo As Ba Co Cr Cu Mn
20 60  3383+212 24946+1466 2008+061  708,80+24,47 878,37+38,97 398,83+12,33
4 60  31,38+317 29148+1158 19,88+120 704,27+2043 872,02+53,87 398,79+22,36
4 40  3194+535 29125+1554 1973+2,08  70543+30,32 873,65+3548 397,92+20,61
4 20  31,66+657 290,06+14,84 20,06+230 704,98+40,44 876,12+2592 395,62+17,53
18 60  30,65+2,84 280,37+13,46 1959+1,90 706,50+46,96 877,86+24,91 392,46+42,47
18 40  29,79+2,19 290,58+9,74 19041+1,07 704,75+37,98 878,09+32,00 395,96+19,48
18 20  30,16+380 290,81+1541 19,29+140 7029745102 87542+26,65 394,57+18,27
37 60  2740+478 276014937 1831+100 673,70+52,04 85195+16,76 371,05+27,58
37 40  2742+520 277,06+11,79 1858+ 149  691,06+4560 871,33+23,80 384,87+24,03
37 20  30,83+4,70 291,10+14,96 18,89+0,87 696,85+44,02 878,06+28,68 392,34+33,25
((,TC) T(g':gg)o Mo Ni Se Sr Ti v
20 60  8315+7,00 390,24+36,69 301,45+78,17 867,98+172,40 8572146421 46,63 + 3,73
4 60  83,08+522 388,18+1896 299,04+8452 86,20+118,30 855,19+81,00 44,18 + 3,99
4 40  82,19+3.86 388,33+37,48 294,29+60,19 86503+129,73 853,93+8450 44,62 + 3,84
4 20  8249+380 389,95+47,75 293,09+7621 865,90+171,89 857,04+12582 44,67 + 2,65
18 60  82,40+4,62 389,86+52,19 294,01+61,86 863,10+16533 856,61+90,76 45,72 + 3,85
18 40  81,46+5096 387,42+28,36 292,38+54,76 864,12+168,67 854,89+87,56 45,87 + 3,01
18 20  82,30+537 386,03+51,63 300,86+60,10 859,68+157,81 856,11+129,23 45,75 + 3,33
37 60  7890+4,02 35599+53,96 252,32+4851 789,85+21223 836,29+99,76 42,43 + 2,80
37 40  7950+4,84 367,31+59,26 262,41+3580 839,96+24194 850,27+78,89 43,93 + 3,21
37 20  8025+277 37856+37,26 299,15+70,69 85374+14523 8533746337 45,75 + 2,84

Nas Figuras 56 e 57 sdo apresentados os graficos da investigacdo e tendéncia para as

trés temperaturas avaliadas. A disperséo aleatéria dos dados observada na investigacao grafica

de possiveis tendéncias ao longo do tempo, nas temperaturas indicadas, leva a sugestdo de

alteracdo consideravel para as concentracdes para quase todos os elementos na temperatura de

37°C por 60 dias, com excecao de Co, Fe e Ti.
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Figura 56 — Investigacdo de tendéncia no estudo de estabilidade a curto prazo para elementos obtidos
por ICP OES, com resultados apresentados por ordem de tempo e ajuste de curva linear. (a) Ca, (b) Fe,
(c) K, (d) Mg, (e) Na, (f) P e (9) Zn.
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Figura 57 — Investigacdo de tendéncia no estudo de estabilidade a curto prazo para elementos obtidos
por ICP-MS, com resultados apresentados por ordem de tempo e ajuste de curva linear. (a) As, (b) Ba,
(c) Co, (d) Cr, (e) Cu, () Mn, (g) Mo, (h) Ni, (i) Se, (j) Sr, (k) Tie ()V.
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Para a complementacédo da avaliacdo de estabilidade a curto prazo, os resultados médios
obtidos em cada temperatura normalizados aos resultados obtidos na temperatura de referéncia,
-20°C, de acordo com a Equacgéo 31, obtendo-se a raz&o Rr. Para o caso de estabilidade a razéo
Rt deve ser igual a 1. A incerteza combinada foi calculada de acordo com a Equacdo 32. As
Tabelas 49 e 50 apresentam Rt = Ut para todos os tempos e temperaturas avaliados e a partir
da avaliacdo dos resultados obtidos, pode-se afirmar que a maioria dos valores de Rt + Ut néo
diferiu significativamente de 1, de modo que o material pode ser considerado estavel para as
condigdes testadas, com ressalvas para a temperatura de 37°C por 60 dias, onde foram obtidas
as menores concentracbes médias, o que foi evidenciado nas Tabelas 49 e 50 e pode ser visto
nas Figuras 58 e 59.

As Figuras 58 e 59 apresentam as razdes Rt para os elementos avaliados, as incertezas
ndo foram representadas graficamente por motivos de clareza para a avaliacdo. Corroborando
com os gréaficos de avaliacdo de tendéncia, apresentados nas Figuras 56 e 57, pode-se verificar
uma variagao em quase todos os elementos no tratamento de 37°C por 60 dias, com excegéo de
Co, Cr, Cu, Fe, Mo e Ti. Contudo, se considerarmos os desvios padréo, todas as medidas, nas
diferentes temperaturas, estdo em concordancia. A observacéo dos padrdes dos graficos leva a
concluséo que as variagdes observadas sugerem um maior cuidado no transporte (refrigeragéo,
por exemplo) sob temperaturas superiores a 35°C por mais que 30 dias, para que sejam

conservadas as propriedades do RM candidato.
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Tabela 49 - Resultados normalizados do estudo de estabilidade a curto prazo obtidos por ICP OES.

Elemento T (°C) Rrebr
60 dias 40 dias 20 dias

4 0,990 + 0,104 0,992 + 0,112 0,997 + 0,105

Ca 18 0,985 + 0,112 0,978 + 0,111 0,981 + 0,108
37 0,882 + 0,099 0,996 + 0,117 0,976 + 0,108

4 0,970 + 0,082 0,981 + 0,073 0,963 + 0,079

Fe 18 0,972 £ 0,070 0,969 + 0,075 1,029 + 0,091
37 0,914 + 0,091 0,958 + 0,078 0,909 + 0,070

4 0,972 £ 0,029 0,977 £ 0,031 0,986 + 0,031

K 18 0,982 + 0,022 0,980 + 0,022 0,985 + 0,024
37 0,923 + 0,032 0,963 £ 0,019 0,967 + 0,033

4 0,982 + 0,028 1,001 + 0,028 0,992 + 0,029

Mg 18 1,010 + 0,023 1,004 + 0,025 1,007 + 0,025
37 0,930 + 0,036 0,979 + 0,024 0,987 + 0,037

4 0,982 + 0,023 0,997 + 0,025 0,991 + 0,028

Na 18 0,994 + 0,021 0,994 + 0,024 0,996 + 0,021
37 0,928 + 0,033 0,970 £ 0,018 0,976 + 0,030

4 0,979 + 0,014 0,986 + 0,012 0,988 + 0,011

P 18 1,025 + 0,014 1,024 + 0,020 1,024 + 0,017
37 0,944 + 0,015 0,986 + 0,020 0,989 + 0,011

4 0,981 + 0,028 0,993 + 0,031 0,986 + 0,030

Zn 18 1,017 + 0,030 1,006 + 0,029 1,017 + 0,031
37 0,942 + 0,041 0,988 + 0,026 0,981 + 0,027
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Tabela 50 - Resultados normalizados do estudo de estabilidade a curto prazo obtidos por ICP-MS.

Rr+ Ut
Elemento T (°C) - 5 .
60 dias 40 dias 20 dias
4 0,928 + 0,110 0,944 + 0,169 0,936 + 0,203
As 18 0,906 + 0,101 0,881 + 0,085 0,891 + 0,125
37 0,810 + 0,150 0,810+ 0,162 0,911 + 0,150
4 0,990 + 0,063 0,989 + 0,072 0,985 + 0,070
Ba 18 0,983 + 0,067 0,987 + 0,059 0,988 + 0,072
37 0,937 + 0,056 0,943 + 0,062 0,989 + 0,071
4 0,990 + 0,067 0,983 + 0,108 0,999 + 0,118
Co 18 0,975 + 0,099 0,967 + 0,061 0,961 + 0,076
37 0,912 + 0,057 0,925 + 0,079 0,941 + 0,052
4 0,994 + 0,045 0,995 + 0,055 0,995 + 0,067
Cr 18 0,997 + 0,075 0,994 + 0,064 0,992 + 0,080
37 0,950 + 0,080 0,975+ 0,073 0,983 + 0,071
4 0,993 + 0,076 0,995 + 0,060 0,997 + 0,053
Cu 18 0,999 + 0,053 1,000 + 0,057 0,997 + 0,054
37 0,970 + 0,047 0,992 + 0,052 1,000 £ 0,055
4 1,000 £ 0,064 0,998 + 0,060 0,992 + 0,054
Mn 18 0,984 + 0,111 0,993 + 0,058 0,989 + 0,055
37 0,930 + 0,075 0,965 + 0,067 0,984 + 0,089
4 0,999 + 0,105 0,988 + 0,095 0,992 + 0,095
Mo 18 0,991 + 0,100 0,980 + 0,109 0,990 + 0,105
37 0,949 + 0,093 0,956 + 0,099 0,965 + 0,088
4 0,995 + 0,105 0,995 + 0,134 0,999 + 0,154
Ni 18 0,999 + 0,163 0,993 +0,118 0,989 + 0,162
37 0,912 + 0,163 0,941 +0,176 0,970+ 0,132
4 0,992 + 0,380 0,976 + 0,322 0,972 + 0,357
Se 18 0,975 + 0,326 0,970 + 0,310 0,998 + 0,327
37 0,837 £ 0,270 0,870 + 0,255 0,992 + 0,348
4 0,994 + 0,240 0,997 + 0,248 0,998 + 0,280
Sr 18 0,994 + 0,274 0,996 + 0,277 0,990 + 0,268
37 0,910 + 0,304 0,968 + 0,339 0,984 + 0,257
4 0,998 + 0,120 0,996 + 0,124 1,000 £ 0,165
Ti 18 0,999 + 0,130 0,997 + 0,127 0,999 + 0,168
37 0,976 + 0,137 0,992 + 0,118 0,996 + 0,105
4 0,947 + 0,114 0,957 £ 0,112 0,958 + 0,095
\ 18 0,980+ 0,114 0,984 + 0,102 0,981 + 0,106
37 0,910 + 0,094 0,942 + 0,102 0,981 + 0,099
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4 CONCLUSOES E ETAPAS FUTURAS

O RM candidato de tecido de peixe esta em fase final de producdo. O material foi
recebido de fornecedores comerciais no comeco de 2018 e foi liofilizado, moido,
homogeneizado, envasado em 600 frascos de vidro &mbar que, posteriormente, foram
submetidos a irradiacdo com radiacdo gama. Das etapas envolvidas no processo de producéao
de um material de referéncia ja foram desenvolvidos os estudos de homogeneidade dentro e
entre frascos e a estabilidade a curto prazo, seguindo um planejamento isdcrono. A componente
de incerteza da homogeneidade foi calculada e sua componente de incerteza sera considerada
no calculo da incerteza final do material. A aplicacdo do estudo is6crono para avaliacdo de
estabilidade a curto prazo possibilitou avaliar a manutencdo das propriedades do material, em
condicdes de transporte.

A avaliacdo da estabilidade a longo prazo estd em andamento, com previsdo de
finalizacdo em junho de 2019 e a partir dos dados obtidos serd realizado o célculo dessa
componente de incerteza. Para condicdes de transporte, o material foi considerado estavel com
recomendacdes de observacao de temperatura, quando o material foi transportado por periodo
superior a 30 dias.

O material serd submetido a caracterizacdo e estabelecimento de valores de consenso
através de um ensaio colaborativo. Frascos do lote preparado j& estdo sendo enviados aos
laboratdrios que manifestaram interesse e outros laboratérios serdo contatados para verificar a

possibilidade de participacao.
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Conclusoes Gerals
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CONCLUSOES GERAIS

O trabalho de producdo do RM de ragdo para peixe demonstrou a viabilidade de
producdo e caracterizacdo de um material de referéncia, a partir de um produto nacional, através
de um ensaio colaborativo, contando com a participacdo de diversos laboratérios, de instituicdes
publicas e privadas. A elevada participacdo de laboratdrios é um indicativo do interesse, do
setor de nutrigdo animal, neste tipo de material.

O RM de racéo produzido foi distribuido novamente aos laboratérios participantes do
EPLNA para uso no controle interno de qualidade. Destaca-se a ndo disponibilidade de material
de referéncia especifico de racdo para peixe, tanto nacional quanto estrangeiro, uma das razGes
consideradas para o desenvolvimento deste RM, além da forte demanda existente no setor de
aquicultura por racdes de qualidade e que atendam as necessidades nutricionais das especies
cultivadas no pais.

O RM de tecido de peixe esta em fase final de producdo. J& foram realizados os estudos
de homogeneidade e estabilidade a curto prazo. Quando o RM de tecido de peixe estiver com
valores de propriedade atribuidos em conjunto com a incerteza associada, ele poderad ser
utilizado pelos laboratérios para a avaliacdo da precisdo de métodos e como controle de

qualidade de pescados produzidos e capturados no pais.
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APENDICE A — Resultados Fornecidos pelos Laboratorios Participantes do Ensaio

Colaborativo para a Caracterizagdo do candidato a RM de ragéo para peixe

Tabela Al — Parametros Bromatologicos

Lab MS (%) PB (%) FDA (%)

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
1 9409 9450 9373 30,67 31,38 3146
2 9442 9455 9447 30,78 31,331 30,83 1020 10,11 10,58
3 9473 94,93 9455 9448 94,67 95,88
4 9462 9388 93,60 93,68 93,63 9451 2810 29,53 30,90 2953 3041 2886 647 660 597 511 529 628
5 9442 94,30
6 9434 9428 9429 31,09 31,00 31,21 409 485 430
7 9335 9350 9348 9339 9346 93,36 32,13 32,11 32,08 3215 3209 32,15 672 68 68L 650 7,00 6385
8 9426 9503 9498 3143 3137 31,16 749 729 737
9 9416 94,16 94,16 9416 94,16 94,16 3168 31,61 31,73 3168 31,61 31,73
10 93,85 9404 9205 9402 9394 9404 3343 3385 3390 3389 33,83 33,78
11 9470 94,10 9400 93,90 9450 9390 32,00 3190 32,10 31,30 31,10 31,30 350 3,50 340 3,60 3,50 3,60
12 9427 9428 94,26 30,04 30,12 30,16 632 602 678
13 9461 9461 9454
14 9414 9414 9419 9416 94,16 94,15 32,50 33,30 32,40 33,40 32,60 32,30 3,71 364 369 356 3,68 3,82
15 9441 9448 94,00
16 9436 9439 9425 9428 9429 9433 2899 2897 28,94 28,98 2888 2884 421 418 599 451 548 4,62
17 9459 9469 9458 9451 9449 9444 31,88 32,17 31,56 31,95 31,98 3205 349 346 392 354 335 338
18 9415 9404 9410 9407 94,13 9410 31,77 3177 3241 31,50 31,54 3188 540 741 638 561 543 6,51
19 2087 29,69 2042 2898 2960 2972 319 415 351 3,34 2,08 7,97
20 9424 9427 94,16 9434 9431 9435 30,70 30,76 30,71 31,05 30,60 29,86
21 9485 9470 9484 9458 94,85 94,83 2994 3045 3050 30,25 30,14 3023 695 628 657 685 683 692
22 2833 28,76 2885 28,79 28,67 2881
23 9396 9401 9404 9410 94,14 9402 3200 31,71 3240 3141 31,53 3232
24 9429 9426 9428 93,71 93,66 9356 3166 31,60 3181 31,82 3155 31,85 133 142 152 158 152 160
25 9433 9431 94,16 9445 94,14 94,28
26 9383 93,87 9390 469 431 440 483
27 31,00 31,09 31,31 31,12 31,34 31,00
28 94,00 9372 9427 9404 94,10 9392 30,07 29,18 27,67 2802 2827 2819 466 491 413 367 4,38 487
29 9441 9458 9465 9432 94,35 9431 3108 31,02 31,16 31,70 31,84 3185
30 31,89 31,75 32,03 3243 3231 3230 454 480 514 541 480 476
31 9523 9556 9587 96,10 96,26 95,00 400 552 491 415 421 450
32 32,03 3233 32,06 31,73 31,72 3203
33 9350 93,30 94,10 94,10 93,80 93,10 2995 3055 29,76 30,18 30,28 3093 3,64 332 361 351 341 344
34 9412 94,12 9406 9409 9402 9405 3156 31,39 3153 3152 31,29 31,06
35 9404 94,07 9408 9435 9434 9426 1872 1892 1885 1828 1852 17,97 440 422 465 421 396 423
36 9434 9426 9450 9442 9432 9426 3120 30,74 3230 3150 31,79 3121 414 428 429 474 450 445
37 9411 9358 93,12 9348 93,28 9337 28,79 28,63 2866 2869 2882 2863 726 408 421 389 373 378
38 9401 93,96 94,14 93,94 9388 9390 2839 27,24 26,67 28,77 28,17 28,68
39 94,82 9477 9479 94,05 94,02 3147 31,16 31,16 3114 30,99
40 9423 9447 93,86 93,31 9332 9384 31,72 3159 31,16 3148 3125 3144
41 9502 94,99 94,85 9503 94,58 94,70 30,94 31,30 3131 30,98 31,60 3167
42 9456 9459 9448 9454 9453 9455 3101 30,93 31,00 3091 3095 3099 7,72 7,0 7,99 650 7,18 652
43 9317 93,11 9292 9308 93,12 93,08 29,90 29,53 29,37 2887 28,65 29,26
44 9448 94,62 94,78 9485 94,65 94,60 3145 31,41 3155 3138 31,65 31,38 736 691 760 7,36 862 7,08
45
46 9395 93,88 93,72 9400 9401 94,15 31,14 31,65 3122 3444 2997 3100 6,60 655 630 701 650 644
47 9600 9544 9507 30,99 30,78 31,04 341 329 331
48 9490 9514 9500 2938 29,29 29,51 440 444 445
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49 94,49 94,48 9450 94,49 94,48 9452 3435 32,22 3329 34,25 3348 3408 657 6,75 638 6,21 6,57 6,38

50 95,01 94,92 94,85 31,29 30,71 30,57 576 6,32 571

51 93,91 93,60 93,91 94,02 93,34 93,75 27,39 27,38 27,15 27,38 27,17 26,96

52 94,18 94,32 94,93 94,48 94,20 9490 29,36 29,26 30,18 29,96 29,46 29,35

53 94,59 94,82 94,77 94,70 94,58 94,73 30,81 30,16 30,14 30,22 30,21 30,08 4,72 526 530 4,62 4,84 5,02

54 345 381 353

55 94,73 9511 94,98 94,48 94,47 94,26

56 9490 9503 9498 9500 94,96 9499 2744 2782 2752 2790 2782 2780 3,73 347 335 328 321 3,77

Lab FDN (%) FB (%) Cinzas (%)

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 ¢ 1 2 3 4 5 6
1 1021 10,15 10,91
2 2507 2531 26,03 378 4,28 3,9 1050 10,42 10,61
3 436 4,02 4,26 447 422 419 962 969 1046 1025 10,11 9,66
4 976 975 955 953 977 9,72
5
6 16,73 1648 1582 10,30 10,25 10,23
7 1574 1576 1590 1581 1585 1539 252 251 254 2,39 2,53 241 1023 10,23 10,24 10,23 1027 10,23
8 1999 19,10 20,83 374 349 3,07 10,04 10,07 10,24
9 261 2,62 230 261 262 230 1024 10,39 10,17 1024 10,39 10,17
10
11 1450 13,00 13,00 13,40 13,80 12,80 2,70 2,90 2,90 2,80 2,70 2,90 10,00 930 9,80 9,60 950 9,90
12 1911 20,81 21,53 10,77 10,42 10,65
13 2,06 2,57 274 10,32 10,25 10,04
14 2822 2852 29,86 28,80 29,04 28,74 989 943 961 979 989 993
15 1530 13,75 1597 219 2,46 2,28 10,87 10,87 10,84
16 1000 10,42 1027 10,12 10,37 10,23
17 17,87 17,66 19,80 20,91 1948 1869 1,85 2,19 1,95 2,23 228 178 1004 1020 994 1035 10,28 10,33
18 1506 1842 18,28 1596 16,42 17,29 3,54 3,37 348 328 291 333 10,10 10,27 10,28 10,07 10,20 10,17
19 966 940 966 942 955 9,48
20 225 225 227 228 234 224 1246 11,03 1113 1017 1148 11,73
21 1183 1228 12,25 12,03 1224 1211 161 188 144 1,70 1,63 1,65 10,29 10,23 10,16 10,09 1024 10,30
22 210 272 245 220 221 218 9,60 966 959 960 953 9,60
23 1,89 1,76 1,88 186 1,76 1,89 10,30 10,22 1024 10,37 10,44 1045
24 1144 1218 10,84 12,29 11,76 11,89 2,09 231 230 2,11 1,64 1,54 1044 1046 1045 1042 10,61 10,36
25
26 20,30 20,06 19,11 20,10 117 1,13 123 1724 954 9,61 947
27 295 2,63 227 258 242 295 10,64 10,64 1048 10,27 10,38 10,54
28 1722 19,77 17,75 1591 16,19 1853 1,80 1,18 223 1,87 1,70 1,60 10,23 10,15 952 9,83 962 9,70
29 243 2559 2,04 233 251 224 1035 10,16 9,94 1001 9,90 10,19
30 1359 1264 1302 12,60 13,87 1311 243 238 290 266 2,35 2,54 1025 10,39 10,76 10,39 10,15 10,51
31 942 879 937 821 849 746 997 1023 9,85 10,06 9,50 10,03
32 998 1001 1000 995 9,98 10,06
33 1818 16,08 17,22 18,60 19,08 17,40 257 279 223 266 2,67 2,58 1027 10,29 10,31 10,31 10,34 10,20
34 1,75 1,78 1,89 146 1,90 1,96 10,31 10,33 10,48 10,57 10,37 10,19
35 10,19 10,50 10,28 10,34 10,32 10,29
36 12,97 13,00 12,61 13,44 13,17 1298 10,73 11,09 10,90 11,02 10,75 10,88
37 1590 18,60 13,78 16,38 13,80 17,09 1,84 1,50 165 1,60 1,75 1,70 969 9,63 932 957 9,27 9723
38
39 329 309 320 321 324 10,48 10,47 10,36 10,32 10,28 5,39
40 10,34 10,30 1029 9,99 10,11 10,17
41 203 1,87 2,10 206 199 183 1027 10,12 10,40 1023 10,20 10,12
42 2131 1951 1942 20,05 20,08 2041 189 1,82 202 191 1,93 1,88 953 988 940 975 964 977
43 972 10,05 10,13 10,17 9,96 10,12
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44 3391 3382 34,06 3384 3333 3383 399 3,23 366 362 338 391 1019 10,12 1013 10,13 10,17 10,14
45 273 318 3,34 10,41 10,23 10,47
46 1,98 199 1,90 2,04 200 2,10 1050 1121 10,30 10,01 1042 10,77
47 1334 1329 13,59 1,33 138 1534 10,03 9,61 1024
48 1505 1575 16,10 192 180 1,77 10,76 10,31 1051
49 228 241 234 221 234 248 1033 1025 1059 10,34 10,85 10,59
50 12,89 13,80 12,20 473 432 4,60 10,32 10,14 10,14
51
52
53 2500 2509 2536 24,32 2586 2598 279 2,94 307 2,83 296 304 1036 1027 10,36 10,17 10,22 10,33
54 390 418 4,03 969 973 9,88
55 10,06 10,15 10,18
56 18,24 1800 17,54 17,77 1839 17,64 2,55 254 250 253 251 252 98 967 975 974 972 9,79
Lab EE (%) Lignina (%) NNP(%)
1 2 3 4 5 g 1 2 3 4 5 e 1 2 3 4 5 ¢
1 367 398 401
2 370 372 39
3
4
5
6 373 3,69 3,65 1,42 197 218
7 303 285 328 320 3,15 320
8 300 322 323
9
10
11 077 085 082 078 0,79 0,83
12 342 322 333 276 238 3,10
13 148 120 143
14 262 288 322 311 283 2,74
15 373 374 413 1,90 110 141
16 378 372 387 357 340 348
17 768 758 7,74 766 7,58 7,63 055 054 055 071 0,72 0,72
18 332 359 346 345 343 350
19 743 7,71 7,66 791 7,27 7,49
20 605 59 570 595 585 6,10 012 012 012 013 0,112 0,13
21
22 735 743 736 741 743 7,37
23 370 373 372 358 356 357
24 349 334 337 372 380 4,00
25 3,67 327 354 38 358 342
26 338 321 330 113 129 1,05 1,18
27
28 318 329 300 323 2,99 262
29
30
31
32 703 666 684 7,18 693 634
33 374 397 383 383 384 376
34 724 703 7,29 731 7,38 7,84
35 729 731 742 7,01 7,21 7,18
36
37 687 7,23 1035 7,07 7,07 7,20
38
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39

40

41

8,82

8,14

8,22

8,36

8,38

8,08

42

3,23

3,28

3,25

3,25

3,26

3,28

43

44

45

6,43

5,82

6,15

46

47

1,11 1,13 1,17

0,58

0,54

0,51

48

8,00

7,67

8,34

0,03 0,02 0,02

0,42

0,50

0,46

49

3,40

2,93

3,17

3,35

3,10

3,35

50

7,50

7,51

7,50

0,42

0,44

0,39

51

52

53

3,50

3,42

3,83

3,50

3,49

3,68

0,38 094 081 051 065 0,49

54

55

56

0,78

0,80

0,73 0,81 0,80 0,79
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Tabela A2 — Macro e Micronutrientes

Lab Ca (g/kg) Mg (9/kg) P (g/kg)
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

1

2 28,10 30,50 29,93 1,60 1,60 1,50 17,30 16,00 17,15

3 2,75 285 264 2,79 259 2,72 14776 1218 1428 12,70 1453 1244
4 3256 32,32 30,85 31,04 3061 3343 183 162 162 158 161 187 1111 1045 10,78 10,69 11,07 1043
5 2521 26,74 2891 26,31 2567 27,75

6 1,27 1,30 1,17 13,73 13,64 12,05

7 2230 2210 2210 22,20 22,10 22,10 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70 1550 1550 1560 1560 15,60 15,60
8 29,66 31,35 28,40 1,78 1,60 1,70 16,05 16,26 15,31

9 122 145 124 125 127 124

10 3333 3309 3326 3266 3342 329 198 199 198 193 198 195 1657 16,34 16,35 16,06 1627 16,21
11

12

13 31,49 3204 3185 3185 32,73 33,09 158 159 155 154 154 155 1568 1647 1599 1646 16,89 17,29
14

15 29,39 28,14 25,30

16 24,48 2254 2331 23,67 2229 23,77 066 063 064 065 062 065 2199 20,70 21,33 1995 1884 1892
17

18 28,68 29,46 28,71 27,08 26,87 2831 14,73 15,47 1525 11,79 1532 15,68
19 2855 26,46 28,28 29,31 29,04 29,18 154 144 151 157 153 155 1611 14,69 1582 1626 1644 16,35
20 2695 27,71 2838 27,89 2822 2886 153 146 143 142 138 142 1492 14,72 1496 1502 1543 15,37
21 25,75 2650 26,20 2650 26,80 26,75 1,79 180 1,79 179 184 180 1785 1791 17,95 1745 1810 17,65
22 29,78 29,44 29,76 30,09 29,85 2954 147 163 147 152 157 161 1584 1559 1567 1551 1542 15,66
23 28,19 3058 29,37 2861 29,39 25,02

24

25

26

27

28 28,23 2823 29,28 29,49 30,89 29,14 13,22 12,71 12,81 13,48 1366 13,84
29 29,75 2545 3125 27,15 3335 3020 128 120 1,40 125 1,30 1,35 1420 14,20 14,16 13,84 1444 1450
30 29,76 30,77 27,79 30,22 28,93 29,58 16,74 16,71 1521 16,01 16,96 17,18
31 2150 28,90 30,00 2450 26,20 2620 19 180 180 1,70 1,70 190 16,70 17,00 16,50 16,70 14,40 16,70
32 17,40 17,40 16,90 17,10 17,40 17,40
33 2789 27,75 28,63 2685 2757 2824 136 131 137 137 1,36 1,31 1565 1544 1549 1570 1542 15,32
34 2503 24,65 25,72 30,29 2857 29,22 18,18 17,47 18,38 1594 1567 16,00
35 39,64 3808 34,75 3588 3654 3822 233 205 1,84 215 222 200 19,76 19,16 17,71 1899 19,12 18,19
36

37

38

39 1530 14,20 13,10 13,50 13,20 13,00
40 2854 27,80 27,94 2896 28,43 2823 144 144 146 151 151 149 16,18 1581 1599 1580 1552 15,78
41

42 153 182 161 165 155 1,60 1543 2052 16,28 18,22 20,35 15,87
43

44 3144 31,01 3261 3282 30,16 2909 1,71 1,71 171 1,71 1,71 1,71 2046 21,21 21,10 2227 19,82 19,18
45 31,05 31,06 29,73 30,73 29,71 29,99 16,63 20,63 16,34 16,84 16,39 17,32
46 29,50 30,30 28,50 29,40 29,55 29,90 17,80 17,60 17,10 17,50 17,70 17,60
47

48
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49 31,61 30,76 32,77

50 2420 2515 2515 27,05 2539 2650 144 137 150 159 1,47 1,50

51 154 151 172 148 147 150 1642 16,28 1650 16,65 16,22 16,13
52 23,22 23,39 23,44 1,74 168 1,71 15,77 16,17 15,86

53

54 19,10 18,10 18,30 18,00 19,36 19,15 16,40 15,60 1540 16,51 16,29 16,40
55

56 34,50 32,30 33,00 16,00 16,50 15,90

57

58

59

60 22,62 2521 2340 1,45 149 143 17,27 1782 17,31

61 3182 32,15 3325 1,47 1,46 1,53

62 3290 319 31,80 3240 33,00 3230 050 0,60 060 0,50 050 0,60

63 29,82 30,44 29,82 29,74

Lab K (9/kg) Na (9/kg) Cu (mg/kg)

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
1
2 6,50 6,10 6,40 2,20 2,10 2,20
3 510 545 541 486 545 534 292 286 291 269 295 293 862 7,76 733 823 8,20
4 6,17 569 569 569 569 618 200 141 225 225 225 2,00
5 6,55 571 695 594 624 741 198 180 2,69 201 2,75 2,07
6 485 5,09 4,53 1,75 1,72 1,48 832 7,11 790
7 590 5,80 590 5,70 590 5,90 10,40 10,44 10,20 10,25 10,35 10,32
8 6,35 6,15 6,53 2,43 2,48 237
9 529 481 515 459 494 531 181 192 198 159 202 206 971 95 7,17 914 956 9,34
10 6,67 658 6,55 6,73 6,74 6,57 11,76 11,78 12,39 11,71 11,84 11,72
11
12
13 6,70 653 649 642 630 647 212 212 210 2,11 2,10 2,11 11,81 11,76 11,60 10,74 10,78 10,68
14
15 599 6,39 6,25 1,85 1,95 190
16 5,33 5,01 512 546 5,06 5,28 6,24 655 641 7,79 805 784
17
18 571 576 587 593 593 535 237 228 232 218 219 2,16 951 1056 952 11,64 10,05 11,12
19 532 538 552 552 536 544 198 184 197 187 193 190 924 968 985 1045 10,31 10,38
20 198 197 197 198 198 197 1120 10,00 10,90 10,10 9,90 10,60
21 542 534 551 545 522 515 156 155 158 154 156 1,56 12,01 13,10 12,50 12,25 12,00 12,60
22 588 6,09 569 6,09 571 58 239 231 241 221 231 2,22 1052 1050 10,50 10,85 10,88 10,50
23
24
25
26
27
28
29 465 455 490 480 460 1,79 1,79 165 2,15 1,75 1,70 2,00 12,00 12,00 12,00 13,00 12,00 13,00
30
31 4,70 4,70 420 460 480 490 210 220 2,10 2,30 2,40 2,40
32
33 2,20 212 220 2,06 2,02 2,20 10,95 10,75 10,70 10,35 10,75 10,85
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34

6,31

6,32

6,48

6,48

6,50

6,34

2,25

2,14

2,13

2,76

2,56

2,58

35

12,57

11,32

10,85

11,19

11,53

11,00

36

37

38

39

40

6,50

6,50

6,50

7,00

7,00

7,00

2,06

2,01

2,06

2,01

2,06

2,01

11,86

11,99

12,11

12,44

12,26

12,16

41

42

5,79

7,62

6,11

5,80

6,45

7,13

2,07

2,93

2,94

2,19

2,21

2,10

9,19

11,72

9,70

9,87

9,15

9,83

43

6,61

6,72

6,77

6,34

6,18

6,48

2,57

2,62

2,62

2,08

2,01

2,32

11,64

11,64

10,59

11,40

11,40

11,35

44

5,44

5,22

5,33

5,01

5,12

6,18

2,56

2,24

2,13

2,24

2,34

2,34

10,58

10,94

10,37

10,57

11,09

11,36

45

46

47

48

49

2,19

2,12

2,23

50

7,10

6,94

6,43

7,02

6,87

6,66

2,73

2,70

2,76

2,73

3,10

2,84

51

12,79

12,60

12,85

12,45

12,90

12,62

52

6,07

6,05

6,23

1,77

1,81

1,78

6,81

7,93

7,68

53

54

1,95

1,90

1,93

1,88

1,92

1,90

55

56

57

58

59

60

1,80

1,95

1,89

8,60

8,63

8,06

61

3,23

3,22

3,58

62

6,40 6,60 6,10 6,60 650 6,50

2,10

2,30

1,90

2,00

2,20

2,00

63

6,03 6,07 6,23 6,23

2,18

2,16

2,17

2,17

197



Lab Fe (mg/kg) Zn (mg/kg) Mn (mg/kg)

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
1
2 221,06 223,22 22596 122,07 120,59 121,55 20,58 17,37 1594 19,35
3 24440 25384 26343 230,58 253,39 251,92 133,41 134,78 136,71 126,19 139,95 139,09 1530 16,74 1657 14,80 16,64 16,84
4 179,72 18520 182,46 247,89 253,10 244,87 133,19 130,14 131,67 127,16 127,34 136,93
5 21432 231,71 294,02 23883 287,61 240,41 147,63 12881 139,72 9897 14022 11153 18,79 19,40 1653 17,07 19,07 18,32
6 257,06 245,01 238,64 12,19 11,14 11,67
7 246,38 252,33 251,39 242,20 250,43 253,26 124,26 124,32 12568 12530 12498 12586 19,43 19,39 20,00 20,04 20,04 20,00
8 122,45 126,68 135,12
9 20380 20246 22382 212,19 197,76 237,30 118,08 118,15 118,20 117,98 106,15 124,69 1859 21,10 16,80 1520 18,49 16,16
10 258,85 299,46 282,51 255,74 264,57 286,55 132,18 129,54 127,39 131,44 129,11 126,62 2549 30,89 20,82 19,17 19,70 1893
11
12
13 23538 239,20 231,27 271,10 240,10 241,98 137,21 13543 132,48 13597 13568 136,84 2884 19,04 17,77 23,10 19,17 19,93
14
15 121,78 122,78 151,72
16 229,58 220,27 216,28 228,66 223,86 234,10
17
18 270,48 265,04 267,47 262,30 276,12 25354 142,64 139,92 143,78 148,07 150,76 140,80 18,49 19,01 17,97 17,98 21,16 18,53
19 21290 212,41 233,16 227,42 221,25 22434 12528 116,92 126,30 12582 12550 125,66 18,34 16,97 18,26 18,77 16,58 17,67
20 179,00 195,00 180,00 173,00 172,00 179,00 120,00 121,00 129,00 128,00 125,00 133,00 17,00 17,00 18,00 19,00 17,00 17,00
21 210,00 21415 212,80 220,00 210,50 21520 137,50 136,00 136,40 140,10 13550 137,50 31,70 31,40 31,00 32,00 31,30 31,50
22 259,30 26351 24354 260,23 261,69 258,21 132,28 132,84 132,43 134,90 133,30 132,28 2526 24,15 2520 25,73 2429 2537
23
24
25
26
27
28
29 234,00 238,00 226,00 237,00 204,00 227,00 117,00 118,00 117,00 122,00 115,00 113,00 17,00 16,00 17,00 21,00 20,00 18,00
30
31 288,88 23854 264,60 267,68 276,86 330,98 128,68 132,44 13454 116,96 119,18 127,50 18,68 1524 14,16 17,26 18,18 15,96
32
33 123,37 12587 122,99 122,81 124,12 12560 19,00 1895 19,10 18,90 1895 18,65
34 262,03 24544 247,61 238,04 265,46 316,86 1529 16,40 17,53 21,57 21,86 24,60
35 191,71 207,57 189,81 188,21 174,65 199,99 25,92 21,89 2191 22,46 2374 2264
36
37
38
39
40 248,02 257,53 251,74 250,93 272,23 272,59 134,38 137,51 136,31 142,30 142,04 141,16 18,79 16,34 18,67 18,06 17,86 18,25
41
42 148,40 224,72 156,59 149,90 158,54 157,15 100,34 127,01 105,87 102,67 108,45 100,12 17,54 18,37 1851 18,28 17,31 17,23
43 239,89 241,00 25582 212,14 201,47 226,19 110,77 110,80 107,62 101,30 99,94 105,17 19,40 1941 20,47 1326 1431 16,77
44 261,30 237,32 24350 240,20 242,97 261,83 12351 129,16 137,15 125,11 132,78 129,90 20,86 18,31 19,38 19,01 19,99 19,94
45
46
47
48
49 259,01 249,68 240,66
50 220,00 245,00 234,00 246,00 236,25 228,30 116,00 120,00 116,00 117,33 118,00 119,02 19,00 24,00 17,00 19,00 19,75 22,40
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51

132,78 130,22 128,55 129,48 140,12 128,21 22,28 21,94

22,54

22,44

22,09

23,10

52

221,49 227,75 226,83

20,27 20,54

20,14

53

54

55

56

57

58

59

60

234,06

246,94

254,14

119,61 126,41 121,95

17,68 17,46

17,88

61

235,23

235,65

224,91

62

250,00

222,00

200,00

240,00 227,00 226,00 189,00 193,00 172,00 190,00 194,00 198,00

63

259,09

299,33

247,41

278,15

134,13 133,07 134,12 133,07
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APENDICE B — Documento de Anélises do RM de Rag&o para Peixe

Documento de Analises

MATERIAL DE REFERENCIA
Racéo para Peixe

Cdodigo: RM — E1002A

Data de emisséao: Janeiro de 2017

Tabela 1. Valores de referéncia para a fracdo massa (na base seca) atribuidos
aos macro e micronutrientes determinados no material de referéncia de racao
para peixe (RM-18) e incerteza expandida (Urv)* em porcentagem

Elementos Média £ Uy, Urn (%)
Ca (g kg 28,65 + 1,96 6,84
Cu (mg kg™) 10,51 + 0,89 8,48
Fe (mg kg™) 231,97 + 20,94 9,03
K (g kg 5,86 + 0,33 5,64
Mg (g kg™ 1,55 + 0,16 10,30
Mn (mg kg 19,46 + 2,33 11,96
Na (g kg™) 2,16 + 0,22 10,27
P (g kg™) 16,06 + 0,98 6,13
Zn (mg kg1 129,56 + 6,93 5,35

*Intervalo a 95% de confiancga.

Tabela 2. Valores de referéncia para a fracdo massa (na base seca) atribuidos
aos parametros bromatoldgicos determinados no material de referéncia de
racao para peixe (RM-18) e incerteza expandida (Urvw)* em porcentagem

Média (%) £ URM URM (%)

Matéria Seca (MS) 94,29 + 1,07 1,14
Proteina Bruta (PB) 30,46 + 0,85 2,81

Fibra em Detergente Acido (FDA) 5,01 +3,16 63,02
Fibra em Detergente Neutro (FDN) 17,61+ 2,51 14,23
Fibra Bruta (FB) 2,49 + 0,87 34,79

Cinzas 10,17 £ 0,37 3,64

Extrato Etéreo (EE) 4,97 +0,93 18,63
Lignina 1,34 + 0,56 42,24

Nitrogénio Nao Protéico (NNP) 0,45+ 0,30 67,78

*Intervalo a 95% de confiancga.

200



Ensaio colaborativo

Os resultados foram obtidos através do ensaio de proficiéncia com a
participacdo efetiva de empresas da iniciativa privada, instituicbes de pesquisa
estatais e de ensino superior.

Obtencéo do material

Para o preparo do material candidato a material de referéncia de racdo para
peixe, foi utilizada ragédo obtida a partir de fornecedor comercial, com constitui¢ao
tipica as utilizadas pelos produtores, que possui 32% de proteina bruta.

Uso pretendido

Esta amostra destina-se ao uso como um material de referéncia para a medicao
de macro e micronutrientes e parametros bromatoldgicos em amostras de racao. O
material também pode ser utilizado em controle de qualidade para a avaliacdo de um
trabalho analitico, para a validacdo de métodos de analise e de controle de qualidade
dentro do laboratério.

Preparag&o do material

Apos secagem, em estufa com circulacao forcada de ar, a 60°C por 48 horas,
a racdo para peixe foi moida em moinho ultracentrifugo, modelo ZM 200® (Retsch,
Alemanha), com peneira de 0,75 mm e empregando-se velocidade de 6000 rpm
visando diminuicdo do tamanho de particula. Foram preparados aproximadamente 30
kg do material seco. Apdés a moagem as amostras foram homogeneizadas e
envasadas em 300 frascos de vidro ambar, previamente desmineralizados, onde
foram separadas porcoes tipicas de aproximadamente 85 g. Visando assegurar a
estabilidade a longo prazo e esterilizacdo do material, foi realizada a irradiagcdo com
raios gama (5 a 10 kGy) no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN).
Todas as etapas de preparo seguiram as normas ISO Guide 30%, ABNT NBR ISO Guia
31, 33, 34 e 354,

Instrucdes para uso

A massa minima recomendada para a analise € de 250 mg. Deve-se realizar
uma homogeneizacdo manual prévia do frasco antes da andlise e deve-se tomar as
devidas precaucdes para evitar a contaminacédo do material restante no frasco.

Procedimentos de digestdo em micro-ondas com cavidade (sistema fechado)
sdo indicados para determinacdo dos macro e micronutrientes, utilizando acido nitrico
diluido e perdxido de hidrogénio. Procedimento de digestdo em bloco digestor
(sistema aberto) utilizando &cido nitrico e acido perclérico também pode ser
empregado.

Homogeneidade

Na producédo de um candidato a RM, o estudo de homogeneidade deve ser
conduzido para avaliar a variabilidade analitica e entre frascos e obter a incerteza
referente a heterogeneidade do material. O estudo da homogeneidade dentro do
frasco (1 frasco) e entre os frascos (10 frascos) foi realizado através de determinacdes
por ICP OES para Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn e para atraves da realizagdo dos
ensaios bromatologicos. Foi realizada a analise de variancia ANOVA de fator unico,
sendo possivel observar que o lote de racdo para peixe pode ser considerado
homogéneo para Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Na, uma vez que néo foi verificada diferenca
significativa no nivel de confianca de 95%. Para o K, P e Zn houve diferenca

201



significativa e, nesse enfoque, deve ser considerado o grau de heterogeneidade para
esses elementos.

Estabilidade

Foram avaliados dois tipos de testes de estabilidade a serem considerados em
materiais de referéncia: a estabilidade a curto prazo e a estabilidade a longo prazo.
Para o estudo da estabilidade a curto prazo, 3 frascos do material foram colocados a
temperatura de 38°C e umidade relativa préxima a 100% por 4 (quatro) semanas,
simulando condicfes de transporte. Apos este periodo foi realizada a quantificacédo
em triplicata dos parametros de interesse. Para o estudo da estabilidade a longo prazo
foram selecionados aleatoriamente 10 frascos do lote preparado que foram
armazenados a temperatura ambiente (cerca de 25 °C), a fim de acompanhar a
estabilidade do material sob condicbes de armazenamento. A cada 3 meses foi
efetuada uma quantificacdo dos parametros em estudo, em triplicata, até completar 1
(um) ano. Apos esse periodo as medidas serdo realizadas semestralmente. Foram
feitas as determinag0des por ICP OES para Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn e foram
realizados os ensaios bromatologicos. A avaliacdo da estabilidade a curto prazo foi
obtida por meio de regressado linear simples e da estabilidade a longo prazo do
material foi feita pela andlise de residuos da regressdo em conjunto com a ANOVA.

Tamanho de particulas

Foi realizado ensaio de distribuicdo de tamanho de particulas (Analysette 22
MicroTec Plus, da Fritsch, Alemanha) no Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
na Universidade de Sao Paulo (CENA, USP), Piracicaba-SP. O estudo mostrou que

90% das particulas apresentavam granulometria inferior a 400 um de acordo com o
gréafico abaixo.
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72
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Tamanho de Particula (um)

Incertezas

A abordagem das incertezas em medi¢cdes quimicas, conforme preconizada
pelos assuntos de metrologia indicada na norma ISO Guia 354, que dispde sobre os
procedimentos para a certificacdo de materiais de referéncia, pressupde a declaragéo
de suas incertezas de todas as etapas de sua preparacdo. Assim, é exigido do
produtor de material de referéncia agregar a incerteza dos valores certificados. Dessa
forma, a estimativa da incerteza expandida associada aos valores de concentracéo
(Urm) é obtida pela combinacéo das contribui¢cdes referentes a incerteza padrao da
caracterizagao (uchar), da homogeneidade (uwb) € da estabilidade a longo prazo (urs),
conforme equacéo abaixo:
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URM = k \/ucharz_'_ubb2 +u|t52
Adotou-se para o fator de abrangéncia k igual a 2, o intervalo de confianca é de
95%. Para os calculos das incertezas da homogeneidade, da estabilidade e da

caracterizacdo foi também seguida a norma ISO Guia 35°.

Armazenamento

O material deve ser mantido fechado no frasco original e armazenado no escuro
em temperatura de aproximadamente 25 °C. Os frascos também podem ser
armazenado em dessecador.

Determinacédo do peso seco

Todos os valores estdo expressos na base seca. Portanto, o peso seco tem de
ser determinado no momento da analise, utilizando-se sub-amostras separadas de
pelo menos 1g até peso constante em estufa a temperatura de 105 °C em aliquota
que ndo serd utilizada para determinacao dos elementos de interesse.

Prazo de validade

Estipulou-se que o tempo de prateleira poderia ser em torno de 5 anos para o
candidato a material de referéncia de racio para peixe. E possivel que o material seja
estavel por tempo maior que o definido. Dessa forma, este material ficarda como
produto a ser monitorado semestralmente. Qualquer altera¢do sera informada.

Tabela 3. Métodos analiticos utilizados pelos laboratérios participantes do ensaio
colaborativo para determinagdo dos valores de referéncia da concentragdo dos macro
e micronutrientes.

Elemento Cdédigo da técnica Elemento Cdédigo datécnica
FAAS
. « FAAS
Célcio (Ca) ICP OES Manganés (Mn)
ICP OES
INAA
FP
FAAS -
Cobre (Cu) ICP OES Sadio (Na) ICP OES
INAA
FAAS
Ferro (Fe) ICP OES Fésforo (P) IESLOOERS
INAA
FP FAAS
Potéssio (K) ICP OES Zinco (Zn) ICP OES
INAA INAA
. FAAS
Magnésio (Mg) ICP OES
Técnicas:
FAAS Espectrometria de Absorgédo Atdmica com Chama
FP Fotometria de Chama

COLOR Espectrofotometria de Absor¢ao Molecular UV-VIS
ICP OES  Espectrometria de Emisséo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente
INAA Analise por ativagdo Neutronica Instrumental
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Tabela 4. Alguns dos Laboratérios Participantes do Ensaio Colaborativo.

Ad’oro S/A

Arasolo Analises Ltda

BRNova Sistemas Nutricionais S/A

CAMDA (Cooperativa Agricola Mista de Adamantina)

Cargill® Animal Nutrition

Centro de Energia Nuclear na Agricultura - CENA

Centralmyx Ind. Com. e Rep. LTDA

Coop.Regional de Cafeicultores em Guaxupé Ltda

Embrapa Acre

Embrapa Agroindustria de Alimentos

Embrapa Agropecuaria Oeste -CPAO

Embrapa Cerrados

Embrapa Pecuaria Sul

Embrapa Soja

EMPARN — Empresa de Pesquisa Agropecudria do Rio Grande do Norte S/A

Faculdade de Engenharia de llha Solteira/UNESP

FATEC Industria de Nutricao e Saude Animal

Fazu — Faculdades Associadas de Uberaba

Fundacao ABC

Fundaciéon CETABOL

IAPAR/Londrina

Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares

Instituto de Zootecnia

Invivo Nutricdo e Saude Animal Ltda

JBS Aves Brasil Ltda.

Laboratorio Exata

Laboratério Plante Certo Ltda

Matsuda Minas Com. e Ind. Ltda.

Mig-PLUS Agroindustrial Ltda

Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA - LANAGRO-SP

Nucleo De Andlises Fisico-Quimicas

Nutrifarma - Nutricdo e Saude Animal AS

Nutrivil Ind. Comércio de Ragfes Ltda

Ribersolo Laboratorio de Analises Agricolas Ltda.

Selecta Pet Care Ind. E Comércio Ltda

Souza Neto & Souza Ltda /Agroanalise

Vaccinar Industria e Comércio Ltda

Yessinergy do Brasil Agroindustrial Ltda
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APENDICE C - Teste de Shapiro-Wilk para normalidade a 95% de confianca.
Tabela C1 — Resultados do teste de homogeneidade dentro do frasco, para 0 RM candidato de
tecido de peixe, obtidos por ICP OES e ICP-MS.

Elemento Massa, mg W Valor de p Decisdo no nivel 0,05 n
100 0,974 0,849 normal 6

200 0,936 0,747 normal 6

As 250 0,937 0,753 normal 6
300 0,907 0,487 normal 6

400 0,959 0,933 normal 6

100 0,911 0,522 normal 6

200 0,917 0,573 normal 6

Ba 250 0,844 0,162 normal 6
300 0,863 0,227 normal 6

400 0,938 0,763 normal 6

100 0,949 0,858 normal 6

200 0,978 0,996 normal 6

Ca 250 0,900 0,438 normal 6
300 0,805 0,081 normal 6

400 0,872 0,269 normal 6

100 0,970 0,980 normal 6

200 0,941 0,795 normal 6

Co 250 0,922 0,615 normal 6
300 0,835 0,137 normal 6

400 0,720 0,020 ndo normal 6

100 0,753 0,033 ndo normal 6

200 0,820 0,105 normal 6

Cr 250 0,872 0,267 normal 6
300 0,818 0,101 normal 6

400 0,805 0,080 normal 6

100 0,922 0,621 normal 6

200 0,831 0,128 normal 6

Cu 250 0,902 0,450 normal 6
300 0,734 0,024 nao normal 6

400 0,949 0,860 normal 6

100 0,786 0,576 normal 6

200 0,976 0,993 normal 6

Fe 250 0,960 0,938 normal 6
300 0,863 0,227 normal 6

400 0,898 0,421 normal 6
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Tabela C1 — Resultados do teste de homogeneidade dentro do frasco, para 0 RM candidato de
tecido de peixe, obtidos por ICP OES e ICP-MS.. Continuacgao

Elemento Massa, mg W Valor de p Decisdo no nivel 0,05 n
100 0,927 0,662 normal 6

200 0,861 0,218 normal 6

K 250 0,931 0,701 normal 6
300 0,885 0,336 normal 6

400 0,895 0,403 normal 6

100 0,886 0,342 normal 6

200 0,883 0,323 normal 6

Mg 250 0,930 0,691 normal 6
300 0,967 0,971 normal 6

400 0,861 0,218 normal 6

100 0,784 0,056 normal 6

200 0,927 0,067 normal 6

Mn 250 0,937 0,755 normal 6
300 0,951 0,877 normal 6

400 0,855 0,197 normal 6

100 0,932 0,707 normal 6

200 0,779 0,051 normal 6

Mo 250 0,809 0,087 normal 6
300 0,732 0,023 ndo normal 6

400 0,939 0,774 normal 6

100 0,926 0,658 normal 6

200 0,853 0,190 normal 6

Na 250 0,896 0,405 normal 6
300 0,957 0,923 normal 6

400 0,821 0,107 normal 6

100 0,803 0,078 normal 6

200 0,850 0,181 normal 6

Ni 250 0,844 0,161 normal 6
300 0,968 0,974 normal 6

400 0,947 0,842 normal 6

100 0,854 0,195 normal 6

200 0,887 0,347 normal 6

P 250 0,880 0,310 normal 6
300 0,948 0,851 normal 6

400 0,743 0,028 ndo normal 6
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Tabela C1 — Resultados do teste de homogeneidade dentro do frasco, obtidos por ICP OES e
ICP-MS. Continuagéo

Elemento Massa, mg W Valor de p Decisao no nivel 0,05 n
100 0,755 0,034 nao normal 6

200 0,801 0,075 normal 6

Se 250 0,873 0,275 normal 6
300 0,850 0,181 normal 6

400 0,970 0,980 normal 6

100 0,724 0,020 nao normal 6

200 0,866 0,240 normal 6

Sr 250 0,971 0,983 normal 6
300 0,921 0,604 normal 6

400 0,928 0,672 normal 6

100 0,923 0,624 normal 6

200 0,933 0,716 normal 6

Ti 250 0,913 0,536 normal 6
300 0,989 1,000 normal 6

400 0,878 0,296 normal 6

100 0,988 1,000 normal 6

200 0,976 0,994 normal 6

\ 250 0,865 0,238 normal 6
300 0,972 0,986 normal 6

400 0,935 0,738 normal 6

100 0,924 0,639 normal 6

200 0,891 0,374 normal 6

Zn 250 0,940 0,789 normal 6
300 0,837 0,142 normal 6

400 0,904 0,466 normal 6
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Apéndice C2 — Gréficos da Probabilidade Normal obtidos para os resultados do estudo de
homogeneidade dentro do frasco para o RM de tecido de peixe.
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