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Resumeo: A finalidade do presente trabalho foi preparar um
material de referéncia secunddrio, figado bovino, para ser
usado em estudos nuiricionais. Participaram do cstudo
colaborativo seis laboratorios de trés instituicdes de
pesquisas do estado de Sdo Paulo. Sete técnicas analiticas
foram empregadas para delerminar a conceniragio dos
elementos Ca, Cd, Cl, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, P,
Pb, Rb, 5, Se ¢ Zn na amostra de figado bovino ¢ em dois
materiais de referéncia certificados Bovine Liver (SRM
1577b) e Typical Diet (SRM 1548a). Os resultados obtidos
foram avaliados conforme procedimentos utilizados pela
AIFEA em seus exercicios de intercomparagio e testes de
proficiéncia. A avaliagdo cstatistica dos dados revelou
resuitados concordantes para 13 elemcentos (Cl, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Mo, Na, P, Rb, 5, Se and Zn), ¢ resultados
insatisfatérios para Ca, Cd, Co e Pb. O material de figado
bovino mostrou-se adequadc para ser utilizade como
material de referfncia secundério para um grande nimers
de elementos nutricionalmente importantes.

Palavras-chave: material de  referéneia secundario;
exercicio interlaboratorial; anélise de elemento trago .

1L INTRODUCAQ:

O uso crescente de téenicas analiticas sensiveis tem levado
a uma necessidade cada vez maior de se utilizar materiais de
referéncia, de matrizes semelhantes 3s amostras em estudo,
para verificar a exatidio ¢ precisdo das metodologias
empregadas. Os materiais de referéneia sdo indispensiveis
para a confiabilidade dos resultados de anélise ¢ na
implantacdo de sistemas de qualidade nos laboratorios
analiticos (1-3).

Embora seja possivel adquiric wm grande nimero de
materiais de referéucia de vérios fornecedores, scus custos
sdo zinda muitc elevados por se tratar de material
importado, o que faz com que a maioria dos laboratdrios
brasileiros ndo possam utiliza-los rotineiramente. Em visia
disso, no presente trabalho preparou-se mna amostra de

figado bovino, para ser utilizado como um material de
referéncia secundario ("in-house") na anélise de materiais
bioldgicos como alimentos ¢ dietas. Este estudo fez parte de
um projeto de pesquisa Fapesp, com a participagdo &
laboratorios nacionais com experiéncia de analise nestes
tipos de¢ materiais.

Neste estudo colaborativo, foram distribuidos dois materiais
de refertncia (MR) certificados do National Institute of
Standard & Technology (WIST), SRM 1548a Typical Diet e
NIST 1577b Bovine Liver, juntamenfe com a amostra de
figado bovino, para avaliar as metodelogias empregadas,
Um total de seis laboratodrios de irés institutos de pesquisas
(IPEN, IAL e ITAL) participaram deste exercicio de
intercomparagio.

analiticas: Anélise por ativagio neutrdnica (INAA),
Espectrometria de emissdo atdmica com plasma de argdnico

(ICP OES), Fluorescéncia de raios-X com dispersio de
comprimento de onda (WD-XRFS), Voltametria de
redissolucdo anddica por pulso diferencial (DP ASV),
Espectrometria de absorgdo atémica com chama (FAAS),
Espectrometria de absor¢iio atdmica com forno de grafite
(ETAAS) e Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).

A primeira cfapa da avaliacdo dos resultados consistin na
aplicacdo de um teste de proficiéncia, onde foram avaliados
os resultados de materiais de referéneia, que foram
analisados como amostras desconhecidas. Os resultados
foram avaliados conforme os procedimentos utilizados para
os exercicios de comparacdo interlaboratorial na preparagio
e certificagdio de novos materiais de referéncia da AIEA
(Agéncia Internacional de Energia Atdmica)(4). Na segunda
etapa, os resultados obtidos para a amostra de figado bovino
foram avahiados pelo critério de zscore (5), onde o valor
médio de concentra¢do final, calculado para cada elemento
foi considerado como valor “target”.
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2. PARTE EXYPIDIMENTAT,
-2.1.Preparacdn da Amostra de Figado Bovino :

Cerca de 15 kg de figado bovino, adquirido em mercado
local da cidade de Sdo Paulo, foram homogencizados num
moinho industrial de facas. Este moinho foi previamente
iavado ¢ enxaguado com dgua deionizada e destilada, antes
de sua utilizagdo para a moagem da amostra.

Apds a etapa de moagem, a amostra foi congelada ¢ em
seguida liofilizada em um lofilizador marca Atlas Mark,
com capacidade para 500 L, na indistria Liotécnica de
alimentos liofilizados. Finalmente, o figado liofilizado foi
homogeneizado num multiprocessador doméstico adaptado
com facas de titinio, para evitar contaminagio por metais.
Em scguida, a amostra foi armazenada cm sacos de
polietileno desmineralizados (Whirl-Paki) e conservada em
freczer, antes de ser distribuida para os laboratérios para
andlise.

Foram feitos testes de homogeneidade em 5 lotes diferentes
da amostra utilizando-se a técnica de INAA, por meio da
determinacio dos elementos Na, K, Fe e Zn (6). Os
resultados obtidos permititam concluir que a amostra de
figado bovino, preparada conforme descricdo acima, sc
encontrava homogénca ¢ adequada para a andlise.

2.2. Teste de proficiéncia- 1° etapa:

Inicialmente, para cada material de referéncia (MR)
analisado, foi uplicado o Teste de Dixon (7) para a
¢liminagdo de valores dispersos (outliers) nos resultados de
analise obtidos pelas diferentes técnicas analiticas. Em
seguida, foram calculados a média e¢ o desvio padrdo da
concentragdo dos clementos determinados por cada um dos
laboratérios, Finalmente, foi caleulado o valor de zscore
5) para os eclementos com valores de concentracd

certificados, conforme a seguinte relacdo:

_ Valor,,,.—Valor,

cerl.
z score (1)

g

onde : viu, ¢ 0 valor médio da concentracdo do elemento
obtido pelo laboratdrio

V eert € 0 valor certificado de concentragdo para o
elemento no MR

o ¢ a incerteza do valor certificado para o elemento
no MR

Foi adotado este eritério, considerando como resultado
satisfatorio, os valores de /z/ < 3, o que significa que os
resultados da amostra de referéncia (MR) devem estar no
intervale de confianga de 95% de valor verdadeiro.

Critério de Fxatiddo. Em sguida, foi realizada a avaliagio
da exatidao dos resuliados analiticos obtidos, adotando=se o
teste do - cstatistico (4), calculado segundo a equagdo:

_Valor_, —Valor,

statistio

" . (2)
AT+ DFP 5. v
onde: DPy,y, - desvio padrio da média obtida pelo laboratorio .

O valor de Megq calculado foi comparado com valores
criticos na Tabela de t de Student (7), para determinar s¢ o
valor reportado diferia significativamente do  valor
avaliacdo, estabeleceu-se a condicdo de 1< 2,58, para que o
valor médio de concentragdo, para cada elemento
determinado, pudesse ser considerado aceitdvel.

Critério de PrecisGo: Os resultados foram considerados

satisfatorios em relacio 4 precisdo, se a seguinte condigdo
fosse mantida:

( o DP, Y .inmo . O o,
1 —a *100% < —% 3
Valor,,. \f/’alor,u N 0,3

Portanto, para que os resultados obtidos para cada elemento
determinados na anglise dos materiais de referéacia fossem
considerados satisfatorios -ou aprovados, deveriam ser

ceitos tanto pelo critério de exatiddo quanto pelo critério de

a
precisdo.
2.3. Andlise do Material Figado Bovino - 2° etapa

Foi aplicade o teste de Dixon, para a eliminagdo dos
outliers, para cada conjunto de médias obtidas dos
elementos individuais em cada laboratério. Apds a
eliminacdo dos "outliers", foram calculados novamente a
média e o desvio padrdo da concentragdo dos elementos
determinados, para cada laboratério. Os resultados dos
laboratorios foram avaliados aplicando-se o teste zscore,
onde o valor médio de concentragdo final calculado para
cada eclemento, foi considerado como valor “target” e o
valor de S;_, estimadoe como:

SL = [E (Valotiy, = Valotmeaio)* / n=1]% (4)
z-score =(Valofiyp — Valohyreery St ( 5,

RESULTADOS E DISCUSSAQ:

Foram obtidos valores médios para 17 elementos, por €
diferentes técnicas analiticas nos.irés materiais distribuidos.
Para cada elemento foram realizadas de 5 a 10
determinag0es individuais.

Os resultados obtidos da andlise do material de referéncia
NIST 1577b Bovine Liver, obtidos pelas diferentes técnicas
analiticas, pelo critério do Zscore, permitiu concluir que
todos os elementos analisados se encontraram dentro do
intervalo de (+3, -3), com exce¢do dos elementos cilcio
determinado por WD-XRFS, chumbo determinado por DP
ASV ¢ potassio, determinado por todas as técnicas
analiticas. J4 para o matcrial Typical Diet, praticamente



todos os elementos analisados se encontraram dentro do Tabela 3: Valores de concentragio final dos elementos
intervalo de (+3,-3), com excegdo dos elementos potassio ¢ determinados no figado bovino
manganés determinados por INAA.

Figado Boving

Em geral, todos os laboratérios foram aprovados nos Elemento Meédia + DP DP Intervalo de
critérios de exatidio e precisdo para todos os clementos rel % confianga
determinados no material NIST 1577b Rovine Liver (Tabela (valor target)

1). O elemento potassio foi aprovado pelo critério de CamgKg? 136 + 22 16 22 -190
exatiddo e rejeitado pelo critério de precisdo, para todas as _ ‘
técniicas analiticas. Novamente, os elementos célcio ¢ Cdmg Ke 0,09 £ 0,03 33 | 0046-0,132
chumbo, determinados por WD-XRFS e DP-ASV, Cl % 0,2970 + 0,0007 0.2 10,2011-0,3029

respectivamente, foram rejeitados nos critérios de exatidao ¢

precisdo. O fato do elemento potéssio ndo ter sido aprovado Comg Kg™ 034+0,08 24 | 0,130-0,548
pelos dois critérios, no material NIST1577b, para todas as Cumg Kg ! 20916 7.7 194 - 224
técnicas analiticas utilizadas, pode ser atribuido ao valor do

desvio padrio pequeno (DP relativo = 0,2%) associado ao Femg Kg™ 227116 79 202 -251
seu valor certificado ( 0,994 + 0,002 mg kg ™). XK % 110,04 36 1,04-1.18
Para o material NIST 1548a Typical Diet (Tabela 2) todos Mg mg Kg ' 6124 27 44 570 _ 654

os laboratérios foram aprovados nos critérios de exatiddo e -
precisdo para maioria dos elementos determinados. O Mn mg Kg 91113 14 74~10,7
clemento cadmio, determinado pela técnica de DP-ASV, foi

L im

= & ¢ ‘ . ' Mo mg Kg™! 36402 5.6 2,18 - 4,98
rejeitado no critério de precisdo. Na analise do material
Typical Dict, praticamente todas as técnicas foram Na % 0,25+ 0,02 80 f 0,211-0,283
aprovadas para a ané.lise de potéssio, com cxcegdo da P % 1,20+ 0,04 33 1,090 -1.31
INAA. O valor do desvio padrio para esse elemento é : DP _ _ .
relativo = 1,8%, bem maior do que para o material de Pbmg Kg~ 031005 i6 )
referéncia Bovine Liver. Rbmg Kg ! 376%05 13 33,1-42,0
A vgrjficac_;éo dos ,c.ritérios de Zscm_“ei, de exatidao e de <% 0,768 % 0,009 12 -
precisdo, na andlise dos materiais de referéneia,
demonstrou a validade das metodologias empregadas pelos Semg Kg ™' 0,311+ 0,008 2,6 -
I_aboratorlos part1c1pa1}tes na determinagéo ,d<_)s elementos _de Znmg Kg | ECEN 5% 131 - 147
interesse, com ¢xcegdes apontadas na analise do material .
Bovine Liver.
Os r;sultadys de"concemrac;éo figal com 08 _valores de Fapelo Bovino-Ca Figack Boving - €
desvio padrdo e o intervalo de confianca determinados para 2 2 -
os clementos presentes na amostra de Figado Bovino sio 41 g’ 1
apresentados na Tabela 3. ; ‘1’ g

Dc um mode geral, pede-se considerar que a pregisdo dos 2 SASY TETAAS 14CP  OFAAS
resultados foi muite boa. Os valeres de desvio mdrio 24CP P 3R

{.nboratérios

relative estiveram ac redor de 4%, para a maioria dos
elementos, com excecdo dos  valores obtidos na

determinacdo de Cd (26%) ¢ Ph (16,5%) por DP-AVS, e de b
Cd (16%) obtido por ICP-OES (laboratério 1), que embora . . I

2

acima de 10%, podem ser considerados satisfatérios uma g I

vez que esses elementos estdo preséntes em baixas 5? T y go ——
concentragdes {1g kg")ﬁ Os elerhentos Pb, S e Se foram "2 B
determinados por somente uma técnica analitica DP-AVS, TEIAAS  6NAA 1P 2 PR
WD-XRFS e INAA, respectivamente. b * f Foy # & 7

Laboratdrios 4

Foi aphgado o fteste de z-score para cada elemento,
considerando o valor “target” como a média final dos
resultados e foi observado que todos os laboratérios
apresentaram valores médios de concentragdo considerados
satisfatérios, com valeres entre —2< z< 2, como mostrade na
Figuras 1.



Tabela 1: Avaliacdo dos resultados obtidos para o material NIST 1577b Bovine Liver

Elemento | Técnica - Labl Média + DP® Valor cettificado. Posuuistioo Critério de Aceitagiio”
mg kg’ Exatiddo Precisdo

ICP OES -1 120+ 4 0,661 aprovado aprovado

Ca 1ICP OES -2 12845 116+ 4 1,75 aprovado aprovado

FRX -3 135,34+ 0,7 4,75 rejeitado aprovado

ICP OES -1 0,47+ 0,06 0,447 aprovado aprovado

FGAAS -2 0,51+0,02 0,277 aprovado aprovado

Cd DP ASV -4 0,48 £ 0,05 0,50+ 0,03 . 0,343 aprovado | aprovado

FGAAS -2 0,48 + 0,06 0,277 aprovado aprovado

Ci INAA -6 0,27+0,01 0,686 -aprovado aprovado
. ICP OES -1 0,23 £ 0,05 - - -
Co INAA -6 0,25% 0,02 {0,25) - - -

ICP OES -1 158 £ 10 0,156 aprovado aprovado

ICP OES -2 159+ 4 0,112 aprevade aprovado

FRX-3 162,009 0,248 aprovade aprovado

Cu DP ASV -4 166+ 5 16038 0,636 aprovado | aprovado

. . HPL.C-5 168 +2 0,970 aprovado aprovado

INAA -6 154+ 7 0,564 aprovado aprovado

FGAAS-7 183+ 13 aprovado aprovado

ICP OES -1 178+5 0,379 aprovado aprovado

ICP OES -2 174+ 10 0,555 aprovado aprovado

Fe FRX-3 185+ 2 184+15 0,066 aprovado aprovado

INAA -6 171 £ 21 0,504 aprovado aprovado

ICP OES -1 0,917+ 0,033 2,33 aprovado rejeitado

1ICP OES -2 0,959+ 0,052 0,673 aprovado rejeitado

K FRX-3 0,974+ 0,009 | 0,994%0,002 2,17 rejeitado rejeitado

INAA -6 1,012 £ 0,032 0,561 rejeitado rejeitado

iCP OES -1 577+£29 6,595 aprovado aprovado

ICP OES -2 573+ 15 0,881 aprovado aprovado

Mg ERX-3 618 £ 10 601 + 28 0,572 aprovado aprovado

INAA -6 568+ 33 0,763 aprovado aprovado

ICP OES -1 9,91+0,73 0,319 aprovado aprovado

ICP QES -2 9,82+0,31 0,394 aprovadp aprovado

Mn FRX -3 11,5206 10,5+ 1,7 0,555 aprovado aprovado

HPLC-5 10,12 1,0 0,203 aprovado aprovado

INAA -6 11,1 £0,5 0,339 aprovado aprovado

Mo ICP OKES -1 35402 35+03 0,343 aprovado aprovade

. INAA -6 3,7+05 0,343 aprovado aprovado

-ICP OES -1 0,226 + 0,016 0,936 aprovado aprovado

ICP OES -2 0,238 £ 0,006 0,471 aprovado aprovado

Na FRX-3 0,241 40,012 |0,24240,006 0,075 aprovado aprovado

INAA -6 0,248 £ 0,010 0,514 aprovado aprovado

ICP OES -1 1,12+ 0,03 0,471 aprevado | aprovado

P ICP OES -2 1,05+ 0,05 1,i0 £ 0,03 0,857 aprovado aprovado

FRX-3 1,148 + 0,008 1,55 aprovado | aprovado

Ph DP ASV-4 0,223% 0,031 301 rejeitado rejeitado

Rb FRX-3 12,64 0,2 0,984 aprovado aprovado

INAA -6 11,911 1,16 aprovado aprovado

S FRX-3 0,798 0,603 1,94 aprovado aprovado

Se ‘INAA -6 0,676+ 0,029 0810 aprovado aprovado

1CP OES -1 1205 0,418 aprovade aprovado

1ICP OES -2 11945 0.477 aprovado aprovado

Zn FRX-3 12442 127116 0,477 aprovado | aprovado

DP ASV-4 13242 0,310 aprovado aprovado

HPLC-5 128+2 0,062 aprovado aprovado

INAA -6 112+ 11 0,773 aprovado aprovado




Tabsla 2: Avaliagdo dos resultados obtidos para o material NIST 1548a Tynical Diet
Elemento | Técnica- Lab’'|  Média + DP® | Valor certificado.|  pesaisico Critério de Aceitagio®
mg kg™ Exatiddo Precisdo
ICP OES -1 1973 £ 118 0,037 aprovado | aprovado
Ca FRX-3 1988 + 24 1967 £ 113 0,182 aprovado aprovado
INAA -6 1908 + 120 0,358 aprovado aprovado
ICP OES -1 0,035 0,001 0,000 aprovado aprovado
Cd DPASV-4 | 0031+0,008 | 0,035+0,0015] 0,491 aprovado rejeitado
FGASS-7 0,036 £ 0,002 aprovado aprovado
FRX-3 12157 £ 165 0,201 aprovado aprovado
a INAA -6 11765 +957 - 0,307 aprovado aprovado
ICP OES -1 | 0,0240 + 0,0057 - - )
Co INAA -6 | 00255+0,0043 : - - -
ICP OES -1 242+ 0,12 1,00 aprovado aprovado
Cu FRX-3 245+ 0,23 2,32+0,16 0,464 aprovado aprovado
DP ASV -4 2,15+0,20 0,664 aprovado aprovado
HPLC-5 2314005 0,060 aprovado aprovado
1CP OES -1 312+ 1,6 1,00 aprovado aprovado
Fe FRX-3 33,5+3,6 353+3,77 0,345 aprovado | aprovado
INAA -6 299+31 1,11 aprovado aprovado
ICP OES -1 6629 £ 593 0,563 aprovado rejeitado
K FRX-3 6927 + 100 6970 £ 125 0,269 aprovado rejeitado
INAA -6 6136+ 517 1,57 aprovado rejettado
ICP OES -1 539+ 21 1,21 aprovado aprovado
Mg FRX-3 612+ 18 380+ 26,7 0,994 aprovado | aprovado
INAA -6 550 + 36 0,669 aprovado aprovado
ICP OES -1 544 + 0,29 0,922 aprovado aprovado
Ma FRX-3 5,66+ 0,22 5,75 £ 0,17 0,324 aprovado | aprovado
HPLC-5 5,59+ 0,13 0,748 aprovado aprovado
INAA -6 6,58 £ 057 1,395 aprovado aprovado
Mo ICP OES -1 0,26 + 0,01 0,260 +0,017 0,000 aprovade aprovado
1ICP OES -1 7700 + 205 0,448 aprovado aprovado
Na FRX-3 8173+ 96 8132+ 642 0,043 aprovado aprovado
" INAA -6 8260 4 557 0,117 aprovado | aprovado
ICP OES -1 3316+ 53 0,678 aprovado aprovado
p FRX-3 3473 + 103 3486 +245 0,049 aprovado aprovado
0 FRX-3 533+ 0,28 - - -
INAA -6 357+ 0,35 - - - -
ICP OFES -1 2006 + 200 0,312 aprovado aprovado
S FRX-3 2056 + 46 1928 + 150 0,816 aprovado aprovado
ICP-1 0274+ 0,033 0,670 aprovado aprovado
Se INAA -6 0,225+ 0,013 | 0,24540,028 0,648 aprovado aprovado
ICP OES -1 237+05 0,484 aprovado aprovado
FRX-3 25,5%£0,2 0,500 aprovado aprovado
Zn DP ASV -4 241416 246+ 1,79 0,208 aprovado aprovade
HPLC-5 238403 0,441 aprovado aprovade
INAA -6 20,6 + 1.0 195 aprovado aprovado

a: téenica analitica e niimero do laboratario

b: média e desvio padréo do elemento calculada apés eliminagéo de outliers
c: critério de aceitaglo de acordo com os célculos obtidos a partir das equagdes (2) ¢ (3)
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