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RESUMO

AVALIAC}AO DA COMBUSTAO INICIADA POR MICRO-ONDAS PARA O PRI%PARO
DE AMOSTRAS DE INSETOS COMESTIVEIS E POSTERIOR DETERMINACAO DE
As,Cd e Pb

AUTOR: Gustavo Gohlke
ORIENTADORA: Prof.2 Dr.2 Alessandra Schneider Henn

O consumo de insetos comestiveis vem sendo uma alternativa frente a demanda por
alimentos. Porém, metais potencialmente toxicos (como As, Cd e Pb) podem estar
presentes nesses artropodes devido aos substratos utilizados na producédo, podendo
prejudicar a saude do consumidor. Diante disso, metodologias analiticas para a
determinacdo de As, Cd e Pb neste tipo de amostra precisam ser desenvolvidas.
Dentre as técnicas analiticas disponiveis, a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) destaca-se pelo carater multielementar e por
possuir baixos limites de quantificacdo (LOQ). Contudo, operando no modo
convencional, os equipamentos de ICP-MS necessitam que a amostra a ser analisada
esteja na forma liquida, o que requer uma etapa prévia de preparo de amostra. A
combustéo iniciada por micro-ondas (MIC) é um método de preparo de amostra que
destaca-se por utilizar solu¢des diluidas e resultar em digeridos com baixos valores
de carbono em solucdo, se comparada aos métodos de digestdo acida convencionais.
Por conta disso, este trabalho avalia 0 emprego da MIC para o preparo de amostras
de insetos comestiveis para posterior determinacao de As, Cd e Pb por ICP-MS. Para
isso, diferentes amostras de insetos (grilo, gafanhoto, besouro e larva de tenebrio
molitor) foram secas, moidas e prensadas na forma de comprimidos. Avaliou-se a
massa maxima de amostra (100 a 600 mg), a concentracdo da solucao de HNO3
usada como solugdo absorvedora (3 a 14,4 mol L) e o tempo de refluxo (5 a 15 min).
Como método de referéncia empregou-se a digestdo &cida assistida por radiacao
micro-ondas em camara unica de reacdo (MAWD-SRC). A exatidao foi avaliada por
comparacao dos resultados com os valores obtidos pelo método de referéncia e pela
analise dos materiais de referéncia certificados (CRMs, DORM-3 e DORM-5). O teor
de carbono nas solucdes obtidas foi determinado por espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e a concentracao de As, Cd e
Pb por ICP-MS. A MIC possibilitou a combustdo de até 500 mg de amostra e
concordancias acima de 90% para As, Cd e Pb foram obtidas utilizando-se uma
solugdo absorvedora de HNOs 7 mol L* e 5 min de refluxo para as amostras com
teores de cinzas de até 4,5%. Além disso, para ambos os CRMs n&o houve diferenca
significativa (teste t-student) entre os valores certificados de As, Cd e Pb e os obtidos
apos a MIC. O teor de carbono nas soluc¢des obtidas por MIC foi menor que 13,6 mg
L, ao passo que as solucdes obtidas apés o método de referéncia apresentaram um
teor de 150 mg L de C. Para a MIC, obteve-se LOQs de 0,007, 0,003 e 0,040 ug g*
para As, Cd e Pb respectivamente, demonstrando que o método proposto é adequado
para o preparo de amostras de insetos comestiveis e posterior determinacao de As,
Cd e Pb em baixas concentragdes.

Palavras-chave: MIC. Insetos comestiveis. Elementos potencialmente toxicos



ABSTRACT

EVALUATION OF MICROWAVE-INDUCED COMBUSTION FOR SAMPLE
PREPARATION OF EDIBLE INSECTS AND FURTHER DETERMINATION OF As,
Cd, and Pb

AUTOR: Gustavo Gohlke
ADVISOR: Prof.2 Dr.2 Alessandra Schneider Henn

The consumption of edible insects has been an alternative to the demand for food.
However, potentially toxic metals (such as As, Cd, and Pb) can be present in these
arthropods due to the substrates used in the production, which can affect the
consumer's health. Therefore, analytical methodologies for the determination of As,
Cd, and Pb in this type of sample need to be developed. Among the available analytical
techniques, inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) stands out for its
multi-elemental character and for having low limits of quantification (LOQ).
Nevertheless, operating in conventional mode, ICP-MS equipment requires that the
sample to be analyzed is in liquid form, which demands a previous sample preparation
step. Microwave-induced combustion (MIC) is a sample preparation method that
stands out because it uses dilute solutions and results in digests with low values of
carbon in solution compared to conventional acid digestion methods. Because of this,
this work evaluates the use of MIC for the sample preparation of edible insect for further
determination of As, Cd, and Pb by ICP-MS. For this, different insect samples (cricket,
grasshopper, beetle and tenebrio molitor larvae) were dried, ground, and pressed into
tablet form. The maximum sample mass (100 to 600 mg), the concentration of the
HNOz solution used as absorber solution (3 to 14.4 mol L) and the reflux time (5 to
15 min) were evaluated. Microwave-assisted acid digestion in a single reaction
chamber (MAWD-SRC) was employed as a reference method. The accuracy was
evaluated by comparing the results with the values obtained by the reference method
and by analyzing the certified reference materials (CRMs, DORM-3 and DORM-5). The
carbon content of the obtained solutions was determined by optical emission
spectrometry with inductively coupled plasma (ICP-OES) and the concentration of As,
Cd and Pb by ICP-MS. The MIC permitted combustion of up to 500 mg of sample and
concordances above 90% for As, Cd and Pb were obtained using a 7 mol Lt HNOs
absorber solution and 5 min reflux for the samples with ash contents up to 4.5%.
Furthermore, for both CRMs there was no significant difference (t-student test)
between the certified values for As, Cd and Pb and those obtained after MIC. The
carbon content in the solutions obtained by MIC was less than 13.6 mg L™, whereas
the solutions obtained after the reference method had a content of 150 mg L of C.
For MIC, LOQs of 0.007, 0.003, and 0.040 ug g* were obtained for As, Cd, and Pb
respectively, demonstrating that the proposed method is suitable for the preparation of
edible insect samples and further determination of As, Cd, and Pb at low
concentrations.

Keywords: MIC.Edible insects. Potentially toxic elements
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1. INTRODUCAO

O consumo de insetos comestiveis, comum em culturas asiaticas, latino-
americanas e africanas, vem sendo uma alternativa frente a demanda por
alimentos.! Os insetos possuem um valor nutricional maior do que as de proteinas
convencionais, podendo conter maiores teores de vitaminas, minerais e lipidios, do
que a carne de suinos, por exemplo.? A criacdo de insetos também é mais vantajosa
do que a de ruminantes, suinos e de aves, ja que estes artrépodes dificimente
adoecem, séo onivoros, se reproduzem rapido e possuem grandes populagées.? Além
do mais, a criacdo de insetos apresenta vantagens ambientais, uma vez que utiliza
cerca de quarenta vezes menos 4gua do que o manejo de bovinos, permite a utilizacao
de residuos agroindustriais como substrato, além de liberar menos gases prejudiciais
na atmosfera.?

Frente a estas vantagens, é preciso garantir que esta fonte de alimento esteja
livre de contaminantes, inclusive de metais potencialmente téxicos, tais como As, Cd
e Pb.* A determinacao de As, Cd e Pb comumente é feita utilizando técnicas baseadas
em plasma, tais como a espectrometria de emissao éptica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) e por espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS). A ICP-MS se demonstra vantajosa nesse caso, uma vez que as
concentragdes de As, Cd e Pb estdo na ordem de ng g1, neste tipo de matriz. Contudo,
operando no modo convencional, os equipamentos de ICP-MS requerem que a
amostra esteja na forma liquida, necessitando assim uma etapa prévia de preparo de
amostra.>®

Dentre os métodos de preparo de amostras comumente empregados para
amostras organicas e posterior determinagdo elementar, pode-se citar a digestédo
acida com aquecimento convencional e a digestdo acida assistida por radiacao micro-
ondas (MAWD).” Apesar da sua vasta utilizacdo, estes métodos geralmente
necessitam do uso de volumes elevados de acidos concentrados, fato que contribui
para a geracdo de residuos potencialmente téxicos.® Outro problema associado a
estes métodos, sdo os elevados teores de carbono e a elevada acidez residual do
digerido, o que pode vir a causar interferéncias na determinacéo por ICP-MS.°

Os métodos de combustdo destacam-se no preparo de amostras de carater
organico, possibilitando o uso de solug¢des diluidas e resultando em digeridos com

baixos teores de carbono em solucéo.'° Dentre os métodos de combustdo pode-se
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citar a combustéo por via seca em forno tipo mufla, a bomba de combust&o e o frasco
de Schoniger.” Contudo, estes métodos apresentam desvantagens como: perda de
analitos por volatilizacdo na combustado via seca; contaminacao por metais na bomba
de combustédo e problemas na ignicdo do sistema no frasco de Schoniger.”1°

Em comparacdo com os métodos classicos de preparo de amostra para
determinacao elementar, a combustéo iniciada por micro-ondas (MIC) destaca-se por
utilizar solucdes diluidas, evitar a perda de analitos por volatilizacdo, diminuir
contaminacgdes e permitir a combustdo de elevadas massas de amostra, resultando
em baixos limites de quantificacdo (LOQ) e deteccédo (LOD).!! Dessa forma, a MIC
vem sendo utilizada para diversas matrizes de alimentos, tais como leite em pg, algas,
frutos do mar, chocolate, mel, farinha, cereais e castanhas, entre outros.?*°

Diante disso, o objetivo do presente trabalho é avaliar a MIC como método de
preparo de amostras de insetos comestiveis para posterior determinacdo de As, Cd e
Pb por ICP-MS. Para tal, foram avaliados parametros do método de MIC, como a
massa maxima de amostra passivel de decomposicao, o tipo e a concentracdo da
solucdo absorvedora e o tempo de refluxo. Além disso, a exatiddo do método foi
avaliada pela comparacdo dos resultados obtidos por MIC com os valores obtidos
apo6s a decomposicao por via imida em camara Unica de reagdo (MAWD-SRC) e pela
andlise de materiais de referéncia certificados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Nesta secdo, serdo apresentados aspectos gerais sobre o0s insetos na
alimentacdo humana, bem como a importancia da determinacéo de arsénio, cadmio e
chumbo neste tipo de matriz. Em seguida serdo discutidas técnicas analiticas para a
determinacao de As, Cd e Pb, bem como os métodos de preparo de amostras usados
para decomposicdo de amostra organicas, com enfoque na combustdo iniciada por

micro-ondas.
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2.1. INSETOS NA ALIMENTACAO HUMANA

O aumento demografico vem trazendo o esgotamento dos recursos
necessarios para a sobrevivéncia, incluindo os suprimentos alimentares. Segundo a
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), estima-se que a
populacdo em 2050 sera de 9 bilhdes de pessoas, 0 que pode indicar um aumento de
60% na demanda por alimentos, culminando na expansdo de areas de cultivo e
manejo, ato que possui impacto ambiental negativo.?° Diante disso, a entomofagia
(consumo de insetos) pode se tornar uma alternativa frente ao carecimento de
alimentos.?!

Os insetos sao animais artropodes, se adaptam com facilidade ao ambiente,
reproduzem-se rapido (cerca de duas semanas), dificiimente adoecem, possuem
grandes populacdes e sdo onivoros, fatores que contribuem para a producéo em larga
escala.l 2! Cabe destacar que a criacdo de insetos utiliza menos agua (cerca de 4.341
m?3 por tonelada) se comparada, por exemplo, o de ruminantes (154.115 m?3 por
tonelada), além do menor tempo até a etapa de consumo (semanas para insetos e
anos para bovinos).3

As principais espécies de insetos consumidas incluem besouros (Coleoptera),
formigas (Formicidae), abelhas (Anthophila), gafanhotos (Caelifera), cigarrinhas
(Dalbulus Maidis), cupins (Isoptera) e moscas (Diptera). A ingestdo desses insetos
pode ser feita em diferentes fases de seu desenvolvimento, como ovos, larvas, pupas
e adultos.?? Levando em conta os aspectos bromatolégicos, os insetos sdo ricos em
proteinas, lipidios, vitaminas e minerais (principalmente Ca, Fe, K, Mg e Se), podendo
superar os teores contidos em fontes de proteinas convencionais.?® Estudos
demonstram que o consumo de 100 g de lagartas, por exemplo, fornece 76% da
ingestdo diaria recomendada de proteinas e quase 100% da ingestdo diaria
recomendada de vitaminas para humanos.?* Em relacdo aos minerais, os insetos
contém mais ferro e célcio do que a carne bovina, suina e de frango.??

Diante dos beneficios do consumo de insetos, deve-se garantir que esta fonte
de alimento esteja livre de contaminantes microbiolégicos, micolégicos, parasitarios e
quimicos, que possam causar algum mal ao consumidor.?®> Segundo a European Food
Safety Authority (EFSA), a presenca de contaminantes em insetos é influenciada
principalmente pelo método de producao, espécies, estagio de colheita e substrato

usado no processo de criacdo.*
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Dentre os possiveis contaminantes, 0s elementos potencialmente toxicos (As,
Cd e Pb) merecem atencdo, uma vez que devido a magnificacdo trofica podem se

bioacumular, causando efeitos agudos e cronicos em animais e seres humanos.* 26

2.2. TECNICAS PARA A DETERMINACAO DE ELEMENTOS POTENCIALMENTE
TOXICOS EM INSETOS

A determinacdo de metais e semimetais em amostras de insetos vem sendo
feita utilizando-se técnicas como a espectrometria de absor¢do atbmica com chama
(FAAS), espectrometria de absorcdo atbmica com forno de grafite (GFAAS),
espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e
a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).25 27-29

A FAAS é amplamente empregada quando a concentracdo dos analitos esta
na faixa de parte por milhdo (ppm), enquanto que a GFAAS permite determinar
analitos na ordem de parte por bilhdo (ppb), além de possibilitar a analise direta de
s6lidos.*® Contudo, tanto a FAAS como a GFAAS, séo técnicas monoelementares, isto
€, permitem a determinacdo de apenas um elemento por vez. Tendo em vista isso, 0
desenvolvimento de metodologias analiticas que empreguem técnicas
multielementares, tais como ICP-OES e ICP-MS, se demostra vantajoso, pois permite
a reducdo do tempo de analise, apesar destas técnicas possuirem um custo
elevado.3132

A ICP-OES é uma técnica com ampla faixa linear e robusta, porém, ndo possui
sensibilidade adequada para a determinacéo de As, Cd e Pb em amostras de insetos
comestiveis, uma vez que a concentracdo desses elementos nesse tipo de amostra
esta na faixa de ppt, enquanto que o limite de quantificacdo da técnica (LOQ) esta na
ordem de ppb.?7:33

Nesse sentido, a ICP-MS vem sendo empregada para analise de As, Cd e Pb
em amostras de alimentos, j& que esta técnica permite analisar elementos tragco com
LOQs na faixa de ppt.> Cabe destacar que apesar da elevada sensibilidade, esta
técnica € menos robusta que a ICP-OES, sendo mais suscetivel a interferéncias
causadas pela concentracédo de C e acidez da solucdo analitica.®* ° De acordo com
Miiller et al. (2015), concentracbes de HNOs acima de 20% em solucéo, podem causar
supressdo de sinal para diversos isétopos, incluindo °As, 111 Cd, 4 Cd, 2°7 Pb e 208

Pb.6 Além disso, segundo estudos de Grindlay et.al. (2013), concentracdes de
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carbono acima de 250 mg L1, ocasionam fendmenos de transferéncia de carga de
espécies de C*, resultando em um aumento de sinal para is6topos como o "°As.36
Ademais, segundo estudos de Henn (2017), concentracdes de Cl maiores que 200 mg
L1, podem causar interferéncia na determinacdo de "°As, pela formacdo do ion
poliatdmico “°Ar3>Cl*, que possui a mesma razdo massa carga deste is6topo.3’
Adicionalmente, operando no modo convencional, o equipamento de ICP-MS
requer que a amostra esteja na forma liquida para que possa ser introduzida no
equipamento, suportando um baixo teor de soélidos.3¢*® Dessa forma, levando em
consideracdo as interferéncias que podem ser ocasionadas pela matriz e a
necessidade de se introduzir amostras no estado liquido, faz-se necessario uma etapa

prévia de preparo de amostra, que sera discutida a sequir.'®

2.3. METODOS DE PREPARO DE AMOSTRA

A etapa de preparo de amostra objetiva transformar uma amostra solida em
uma solugdo liquida, a fim de facilitar a introducdo nas técnicas instrumentais de
andlise, além de reduzir interferéncias na medida, tais como as causadas pelo C em
solucdo nas técnicas com plasma.® ” Pode-se considerar que a etapa de preparo de
amostra € a mais critica de toda a sequéncia analitica, pois € nessa etapa que podem
ocorrer maiores erros, como por exemplo contaminacdes e perda de analitos por
volatilizagdo.” Este ultimo vem sendo resolvido utilizando-se sistemas fechados de
preparo de amostra, que geralmente empregam fornos de micro-ondas.3®
Na Tabela 1 esta apresentado um resumo dos métodos de preparo de amostra mais
empregados para amostras de insetos comestiveis.

Por meio da Tabela 1, pode-se notar que a digestdo &cida assistida por
radiacdo micro-ondas (MAWND), é a mais utilizada para este tipo de amostra quando o
objetivo é a andlise de metais e semi-metais com técnicas por plasma, tal como a
ICP-MS. Além disso, nota-se que os métodos empregados utilizam reagentes
concentrados, 0 que vai contra os principios de reducdo do uso de reagentes e de
geracdo de residuos difundidos pela quimica analitica verde.*® Nesse sentido, a
seguir, serdo abordados métodos de decomposi¢cdo de amostras por MAWD e por
MIC.



Tabela 1. Resumo de métodos de preparo de amostra usados para insetos comestiveis e posterior determinacao elementar.
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, . Técnica de A
Amostras Analito(s) Método de preparo de amostra quantificacio Referéncia

Gafanhoto de Bombaim Ca, Fe, K, Mg, MAWD: 300 mg de amostra foram digeridas em um ICP-OES 28
(Nomadacris sucinto), Mn, Na, P, Cd, forno de micro-ondas com 1 mL de H.O e 2,5 mL de |CP-MS
escaravelho(Scarabaeidae) Cu, Mo, Pb, Zn, HNO:s. CVG-AAS
,grilo doméstico ( Acheta As, Se e Hg. i
domesticus) e bicho-da-seda ( HG-AAS
Bombyx mori)
Mosca doméstica (Musca Cd MAWD: 500 mg de amostra foram digeridas com 5 mL ICP-MS 25
domestica), mosca garrafa azul de uma mistura 4:1 de HNOz; e HCI em um forno de
(Calliphora vomitoria), mosca micro-ondas com camara Unica de reacgao.
varejeira (Chrysomya spp.) e
mosca soldado preto (Hermetia
illucens).

As, Cd, Co, Cr, Digestdo éacida em sistema aberto: 100 mg de ICP-MS 27

: . Cu, Ni, Pb, Sn amostra foram digeridos com 2 mL de HNOs3

Mariposa da cera(Galleria o e
mellonella), besouro da farinha e Zn concentrado e 200 mL de H202 30%.
(Tenebrio molitor), verme de
bufalo (Alphitobius diaperinus)
e gafanhoto (Locusta Migratoéria)
Besouro da farinha (Tenebrio Cd,Pb, Ni,Ase MAWD: 500 mg foram digeridos com uma mistura de GFAAS 29
molitor) Hg HNO3 concentrado e H20O2 30% em um forno de micro- TDA AAS

ondas.
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2.3.1. Digestao acida assistida por radiacdo micro-ondas

O método de MAWD consiste na oxidacdo da matéria organica da amostra
utilizando-se acido nitrico e/ou a sua combinac¢ao com outros acidos (HCI, H.SO., HF,
entre outros), sob aguecimento com radiagdo micro-ondas em um sistema fechado.
Ao final do processo, os analitos em solucéo ficam na forma de ions inorganicos, para
gue possam posteriormente ser determinados.3°

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas, que se propagam em frequéncias
de 300 até 300.000 MHz, contudo, devido a interferéncias nas telecomunicacdes, s6
sdo permitidas em equipamentos de uso cientifico, frequéncias de 900 a 2450 MHz.
O aquecimento utilizando-se esta energia alternativa ocorre devido a absorcédo da
radiacdo pela solucdo de digestdo que ocasiona os fenbmenos de migracao ibnica e
rotacdo dipolar, fazendo com que o aquecimento seja mais rapido e homogéneo, se
comparado ao aquecimento convectivo.4!

Sistemas mais comuns de fornos de micro-ondas permitem atingir uma
temperatura em torno de 280 °C e presséao de até 80 bar no meio reacional. Contudo,
essas condi¢cdes muitas vezes ndo permitem a decomposicdo completa de massas
elevadas de amostras com elevado teor de lipidios (insetos por exemplo), uma vez
que o poder oxidante do HNO; esta atrelado a temperatura que ele pode atingir.4?
Assim, sistemas que atingem pressdes na ordem de 199 bar e temperaturas na faixa
de 300 °C foram desenvolvidos. Estes sistemas proporcionam tais condigdes pois
possuem uma camara unica de reacéo (SRC, do inglés single reaction chamber) que
€ pressurizada com um gas inerte (argbnio ou nitrogénio). Dessa forma, elevadas
massas de amostras podem ser decompostas (até 1,5 g), resultando em digeridos
com baixo teor de carbono e acidez residual.® Diversos trabalhos demonstram a
viabilidade da MAWD-SRC para o preparo de amostras de alimentos, tais como leite
em po, figado bovino, solugdo enteral, mel, entre outros.43-46

Mesmo promissores, os métodos de MAWD geralmente requerem o uso de
solucdes acidas concentradas e muitas vezes uma etapa prévia de reacdo em sistema
aberto para evitar picos de pressdo e projecdes durante a rampa de aguecimento.?®
Por meio disso, métodos que minimizem o0 uso de reagentes e tempo vém sendo

investigados para o preparo de amostras, tal como a MIC. 10
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2.3.2. Combustao iniciada por micro-ondas

Os meétodos de combustdo envolvem a queima da amostra, gerando como
produto CO, e H,O, podendo utilizar sistemas abertos ou fechados. Nos sistemas
abertos, como no caso da combustédo via seca em forno tipo mulfa, é reportada a
perda de analitos por volatilizagdo, por esse fato, os métodos de combustdo em
sistema fechado ganham destaque.®

Dentre os métodos de combustdo em sistema fechado pode-se citar a bomba
de combustéo e o frasco de Schoniger.*”#® A pesar de segura, a bomba de combustéo
possui limitagBes quando o objetivo € a determinacao de metais, pois pode apresentar
contaminacao para estes analitos, uma vez que € constituida internamente de partes
metalicas.” J& o frasco de Schoniger apresenta problemas para a igni¢do do sistema,
gue geralmente é feita de forma manual, requerendo atencéo continua por parte do
analista durante a combustdo.” Outrossim, algumas fontes de contaminagdo podem
estar presentes, principalmente relacionadas ao material usado para embrulhar ou
encapsular a amostra.1%’

Diante disso, Flores et al. (2004), desenvolveram a MIC, que alia as vantagens
dos métodos de combustdo em sistema fechado com as vantagens da MAWD,
conforme mostrado na Figura 1. Diferentemente dos métodos de combustao
tradicionais, a MIC permite a queima de massas elevadas de amostra, em um forno
de micro-ondas que possui um sistema de seguranca, garantindo baixos LODs e
LOQs, além de evitar a perda de analitos por volatilizacdo e reduzir as

contaminagdes.*®

MAWD

‘-\/ Baixos valores de branco

‘ ‘ Frascos de alta pressac

METODOS DE COMBUSTAQ
CLASSICOS

v Baixos valores de carbono
residual

LB LTS ¥ Minimo volume de reagentes

v Economia de tempo

Figura 1. Vantagens da MAWD e dos métodos classicos de combustdo. Adaptado de Flores,
et. al (2007).”
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Na MIC, a amostra na forma de comprimido ou invélucro € disposta sobre um
papel filtro que contém uma solucéo iniciadora de combustdo (NHsNO3z; 6 mol L?). O
frasco é fechado e pressurizado com aproximadamente 20 bar de O, para favorecer
0 processo de queima, seguindo posteriormente para o forno de micro-ondas. Quando
as micro-ondas entram em contato com o papel contendo o iniciador de combustao,
este produz uma reacao exotérmica, fazendo com que o papel e a amostra queimem
devido a atmosfera rica em O..1949 Apds a queima, pode ser aplicada uma etapa de
refluxo com irradiagdo das micro-ondas por um periodo de, geralmente, 5 minutos. Os
analitos sdo absorvidos em um solucdo adequada (geralmente &cida para metais e
alcalina para halogénios) chamada de solucdo absorvedora.®® Na Figura 2, encontra-

se a representacdo do sistema utilizado para a MIC.

Valvula de regulagem de
entrada e saida de gases

Refluxo

Frasco de quartzo

Amostra na
forma de
comprimido

Suporte de quartzo

Solugao
absorvedora

NS

Figura 2. Representacéo do sistema utilizado na MIC. Adaptado de Anton Paar (2019).%!

Por resultar em baixissimos teores de carbono em solucéo e fazer uso de solucdes
diluidas, a MIC vem sendo empregada para diversas amostras, incluindo alimenticias,
0S quais pode-se citar: leite em pod, peixe, nozes, farinha, cereais, granola, entre
outros.121517.185052 Contudo, nenhum trabalho foi encontrado para a decomposicéo

de amostras de insetos comestiveis e posterior determinacéo de As, Cd e Pb.
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3. MATERIAS E METODOS

Nesta secdo serdo apresentados os equipamentos utilizados, reagentes, 0s
procedimentos de descontaminacdo, métodos de referéncia e caracterizacdo das
amostras. Além disso, serdo reportados os procedimentos utilizados para a otimizagao
da MIC para a decomposicdo das amostras de insetos comestiveis para posterior
determinacao de As, Cd e Pb por ICP-MS.
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3.1. INSTRUMENTACAO

A decomposigéo das amostras de insetos por MAWD-SCR foi feita utilizando
um forno de micro-ondas (UltraWAVE® Single Reaction Chamber, Milestone, Italia),
com frascos de quartzo com volume interno de 15 mL (Figura 3). O frasco reacional
de PTFE presente no equipamento, foi preenchido com 130 mL de H.O e 5 mL de
HNO; P.A. A temperatura e a pressao maximas estabelecidas foram de 270 °C e 160

bar, respectivamente.

Figura 3. Sistema de decomposi¢do por MAWD-SRC: A) Forno de micro-ondas; B) Frascos

de quartzo.

O procedimento de MIC foi feito utilizando-se um forno de micro-ondas
(Multiwave Pro®, Anton Paar, Austria), com rotor para capacidade de 8 frascos de
quartzo (volume interno de 80 mL) (Figura 4). Estabeleceu-se como pressdo e
temperatura maximas, 80 bar e 280 °C. Suportes de quartzos foram utilizados para a

combustéo (Figura 4-B).
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Figura 4. Sistema de MIC. A) Forno de micro-ondas Multiwave Pro®; B) Suporte de quartzo

para o processo de combustdo C) Frascos de quartzo com suporte.

Para a determinacéo de As, Cd e Pb nos digeridos utilizou-se um espectrometro
de massa com plasma indutivamente acoplado (NexION 300X®, Perkin Elmer,
Canada), equipado com nebulizador concéntrico (Meinhard tipo A, Golden, Estados
Unidos), camera de nebulizagéo ciclénica (Glass Expansion, Australia) e tocha com
tubo injetor de quartzo de 2 mm de diametro interno.

A determinacgéo de carbono em solucéo e de Ca, Na, K, Mg, Mn, S, P, Zn e Fe
nos digeridos, foi feita utilizando-se um espectrémetro de emissao Gtica com plasma
indutivamente acoplado (Optima 4300 DV, Perkin Elmer, Estados Unidos), equipado
com nebulizador concéntrico (Meinhard tipo A, Golden, Estados Unidos) com camera
de nebulizagéo ciclonica (Glass Expansion, Australia) e tocha com tubo injetor de
quartzo de 2,5 mm de diametro interno. Na Tabela 2 estdo descritos os parametros
operacionais dos equipamentos de ICP-MS e de ICP-OES.
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Tabela 2. Pardmetros operacionais dos equipamentos de ICP-OES e ICP-MS.

Parametro ICP-OES ICP-MS
Poténcia do gerador de radiofrequéncia, 1400 1300
w
Vazdo do gas principal, L min-t 15 15
Vazdo do gas auxiliar, L min? 0,2 1,2
Vazao do gas de nebulizacéo, 0,7 1
L mint
Cone de amostragem e skimmer - Pt
Hiperskimmer - Al
Configuracéo de vista Axial -
Comprimento de onda espectral, nm C (193.030), Ca (396.847), -

Na (589.373), K (766.491),
Mg  (280.270),  Mn
(259.592), S (182.634), P
(177.495), Zn (206.191) e
Fe (238.204)

Is6topos monitorados, m/z - ®As, 114Cd, 2%%Pb

Para a determinagéo da acidez residual nos digeridos utilizou-se um titulador
automatico (Titrando 836, Metrohm, Suica) equipado com modulo de agitacéo
magnética (803, Ti Stand, Metrohm, Suica), uma bureta de 20 mL (Dosino 800,
Metrohm, Suica) e um eletrodo de pH de vidro combinado (modelo 6.0262.100 LL
Plus, Metrohm, Suica).

3.2. REAGENTES

A &gua utilizada durante todos os procedimentos foi previamente destilada,
deionizada em uma coluna de troca ibnica e posteriormente foi purificada em um
sistema Milli-Q (Milli-Q®, Millepore, Estados Unidos), atingindo uma resistividade de
18,2 MQ cm. O acido nitrico (65%, Merck, Alemanha), foi destilado em um sistema de
sub-ebulicdo (duoPOR® 2.01E, Milestone, Italia). A solucéo iniciadora de combustéo,
NH.NO; 6 mol.L* foi previamente preparada a partir do seu respectivo sal (NHsNOs,
Merck, Alemanha). Discos de papel filtro com baixo teor de cinzas (Black Ribbon
Ashless n° 5891, Schleicher e Schill, Alemanha), foram utilizados para auxiliar no
processo de combustéo.

A curva de calibracédo de As, Cd e Pb (0,05 a 10 ug L), foi preparada em HNO3
5% fazendo-se diluicdbes de uma solucdo estoque de 10 mg L' desses analitos
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(SCP33MS, SCP Science, Canada). Para a determinacdo de Ca, Na, K, Mg, Mn, Zn
e Fe, preparou-se uma curva de calibracdo de (1 a 10000 pg L) em HNOs 5%
fazendo-se diluicbes de uma solucdo estoque de 10 mg L' desses analitos
(SCP33MS, SCP Science, Canada) e 100 mg L (Merck, Alemanha). Ja para a
determinacdo de S e P, preparou-se uma curva de calibracéo (250 a 1000 ug L para
S e 25 a 500 pug L para P) em HNO3 5% fazendo-se a diluicdo de solugdes estoque
de S 1000 mg Lt e P 1000 mg L.

Para a determinacdo de C em solucéo, preparou-se uma curva de calibracao
de 10 a 500 mg L™, a partir de uma solucéo estoque de 1000 mg L%, obtida a partir da
dissolucéo de acido citrico (Vetec, Brasil) em HNO3 5%. Como padrdo interno na
determinacdo de C, utilizou-se 1 mg L* de itrio, obtido a partir de uma solucéo de
referéncia monoelementar (1000 mg L em HNOz 2%, Spex, EUA). As amostras e
padrdes foram purgados com Ar por 2 minutos antes da medida.

Para a determinagéo da acidez residual, utilizou-se uma solucdo de KOH 0,1
mol L%, preparada a partir da dissolucdo do KOH (Merck, Alemanha) em agua. A
padronizacao do titulante foi feita com biftalato de potassio (Merck, Alemanha), que
foi previamente seco a 105° C por 2 horas.

A pressurizagdo dos frascos no procedimento de MIC foi feita utilizando
oxigénio de pureza 99,6 % (White Martins, Brasil). Nas determinagdes por ICP-MS e
por ICP-OES, gas argdnio com pureza de 99,998% (White Martins, Brasil) foi utilizado

para a geracao do plasma e como gas auxiliar.

3.3 AMOSTRAS

Neste trabalho, foram utilizadas 4 amostras de insetos comestiveis, que estao
descritas na Tabela 3. Estas amostras foram adquiridas por meio da compra de
empresas que produzem insetos para fins de alimentagcdo humana e animal e estéo

representadas na Figura 5.



Tabela 3. Descricdo das amostras de insetos.
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Amostra Inseto Nome cientifico Pais de origem
A Grilo Acheta domesticus China
B Gafanhoto Oxya yezoensis Sp Tailandia
C Besouro Phyllophaga Tailandia
D Larva de tenébrio Tenebrio molitor Brasil

D) Larva de tenebrio molitor

Para a otimizacdo do método proposto (MIC), utilizou-se arbitrariamente a

amostra “A”. Todas as amostras foram cominuidas utilizando um moinho de trituracéo

por impacto (A 11 basic, IKA®, Alemanha), equipado com um copo de trituragéo e rotor

de percussao de aco. A pesagem das amostras foi feita em uma balanca analitica (AY

220, Shimadzu do Brasil, Brasil), com resolucéo de 0,001 g e carga maxima de 220 g.

Para o procedimento de MIC, comprimidos das amostras foram confeccionados em

uma prensa hidraulica utilizando-se 5 toneladas de forca, conforme pode ser

observado na Figura 6.

Figura 6. Suporte com pallet da amostra “A”
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A avaliagédo da exatiddo do método de referéncia e do método proposto foi feita
utilizando-se os materiais de referéncia certificado (CRM) de proteina de peixe,
DORM-5 (National Research Council of Canada, Canada) e DORM-3 (National
Research Council of Canada, Canada).

3.4. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Os teores de umidade, cinzas, proteinas e carboidratos foram determinados
pelos métodos descritos na AOAC (2016).5 A umidade foi determinada pela secagem
em estufa a vacuo a 105 °C, até peso constante. A determinagéo de cinzas foi feita
por incineracao da amostra em mufla a 550 °C. O nitrogénio total foi determinado pelo
meétodo de micro Kjeldahl, e o teor de proteina bruta, foi calculado multiplicando-se o
teor de nitrogénio total pelo fator de conversao 6,25. A determinacao de carboidratos
foi realizada por diferenca, sendo subtraido de 100 a soma dos teores de lipidios,
proteinas, umidade e cinzas. A fracao lipidica foi determinada através da extracéo a
frio, seguindo as orientacdes descritas por Bligh & Dyer (1959).> Essas
determinacdes foram feitas no Laboratério de Analises Fisico-Quimicas do
Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos da UFSM.

Para a andlise dos macro e micronutrientes, 300 mg de amostra foram digeridas
por digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas em camera Unica de reacgao
(MAWD-SRC) com 6 mL de HNOs 14,4 mol L%, em frascos de quartzo de 15 mL, sendo
submetidos ao seguinte programa de aquecimento: i) 20 minutos até 250 °C ii) 20
minutos de permanéncia em 250° iii) resfriamento até 60 °C. Posterior a
decomposicédo, os digeridos foram aferidos a 25 mL com &gua ultrapura, seguindo
para a analise de Ca, Na, K, Mg, Mn, S, P, Zn e Fe por ICP-OES

3.5. PROCEDIMENTOS DE DESCONTAMINACAO

As vidrarias e demais materiais de uso comum no laboratério, foram
previamente descontaminados por imersdao em HNO3; 10%( v v?), por pelo menos 24
horas, e lavados com agua antes do uso. Os discos de papel filtro utilizados na MIC
foram descontaminados com HNO; 20%( v v!) em banho ultrassénico durante 30

minutos, seguida da lavagem com agua e secos em capela de fluxo laminar.
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Os frascos e suportes de quartzo utilizados no procedimento de MIC foram
descontaminados com 6 mL de HNO; 14,4 mol Lt P.A. em forno de micro-ondas
usando o seguinte programa de irradiacéo: 1000 W por 10 minutos e resfriamento a O
W por 20 minutos. Posteriormente ao término do programa, o residuo acido foi
descartado e os materiais foram lavados com agua e secos com ar comprimido. J& o0s
frascos utilizados no procedimento de MAWD-SRC, foram descontaminados
utilizando 6 mL de HNO; 14,4 mol L** P.A, em forno de micro-ondas, com o seguinte
programa de irradiacdo: 15 minutos até 250 °C com 15 minutos de permanéncia e
resfriamento até 50 °C. Apos o término do programa, o residuo acido foi descartado e

os materiais foram lavados com agua e secos com ar comprimido.

3.6. METODOS DE REFERENCIA

Para avaliacdo da exatiddo do método proposto, dois métodos de referéncia
foram empregados: digestdo acida com aquecimento convencional e a digestao acida
assistida por radiacdo micro-ondas em camera unica de reacdo (MAWD-SRC), que

estdo descritos a seguir.

3.6.1. Digestéo acida com aquecimento convencional

A digestdo acida com aquecimento convencional foi feita utilizando-se 50 mg
de amostra e 1,5 mL de HNO; 14,4 mol Lt. A decomposicéo foi feita em frascos de
polipropileno de 15 mL, sendo estes submetidos a aguecimento em banho-maria
durante duas horas. Apos a decomposicao, os digeridos foram aferidos a 5 mL com

agua ultrapura e posteriormente analisados por ICP-MS.

3.6.2. Digestéo acida assistida por radiacdo micro-ondas em camara Gnica de
reacao

O procedimento de MAWD-SCR, foi feito utilizando-se 300 mg de amostra e 6
mL de HNO; 14,4 mol L. Foram usados frascos de quartzo de 15 mL e o seguinte
programa de aquecimento foi utilizado: i) 20 minutos até 250 °C, ii) 20 minutos de
permanéncia em 250 °C, iii) resfriamento até 60 °C. ApO0s a decomposi¢do, 0S
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digeridos foram aferidos a 25 mL com &gua ultrapura, seguindo para a analise por
ICP-MS.

3.7. COMBUSTAO INICIADA POR MICRO-ONDAS

O procedimento de MIC (método proposto) foi feito por meio da seguinte forma:
um disco de papel filtro foi disposto no suporte de quartzo, seguiu-se da adicao de 50
pL de uma solucdo de NH4NO3s 6 mol L™ (iniciador de combustéo) sobre o papel; apés,
posicionou-se a amostra em forma de comprimido sobre o papel; o suporte de quartzo
foi inserido no interior do frasco de quartzo, previamente preenchido com 6 mL da
solucéo absorvedora; os frascos foram tampados e presos ao rotor; em seguida, 0s
frascos foram pressurizados durante 30 segundos com Og, atingindo uma pressao
interna média de 20 bar em cada frasco; posteriormente, o conjunto de frascos foi
submetido ao seguinte programa de aquecimento (i) 1400 W por 5 min , e (ii) 0 W por
20 min (etapa de resfriamento). Monitorando-se a pressao e a temperatura interna dos
frascos. As amostras decompostas foram aferidas a 25 mL com &gua ultrapura,
seguindo para a etapa de determinacéo de As, Cd e Pb por ICP-MS. Na Figura 7

encontra-se ilustrado o procedimento de MIC.

Figura 7. Resumo do procedimento de MIC. A) Adicéo do iniciador de combustéo; B) Frasco
com a solucdo absorvedora e amostra; C) Frascos posicionados no rotor; D)
Pressurizacdo com Oz E) Conjunto de frascos no interior do forno de micro-ondas;

F) Combustdo da amostra. As flechas em azul representam o fluxo das operacdes.
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Para o desenvolvimento do método proposto, avaliou-se a massa maxima de

amostra, a concentracdo da solucéo absorvedora (HNOg) e o tempo de refluxo.

3.7.1. Avaliacdo da massa de amostra

Para a otimizacao do método de MIC, inicialmente fez-se a avaliacdo da massa
maxima de amostra, levando em consideracao a queima completa e a pressao interna
do frasco durante a combustdo, uma vez que pressdes acima de 80 bar, podem
comprometer a seguranca do sistema. Por conta disso, massas de 100 a 600 mg

foram avaliadas.

3.7.2. Avaliacdo da concentracédo da solucéo absorvedora

Com a massa de amostra estabelecida, avaliou-se a concentracdo da solucao
absorvedora. Para isso, solu¢cdes de HNOs (3, 5, 7 e 14,4 mol L?) foram utilizadas,
empregando-se 5 minutos de refluxo a 1400 W. O uso de solu¢bes diluidas foi
priorizada nesta etapa, visando a diminuicdo do uso de reagentes.

3.7.3. Avaliacéo do tempo de refluxo
Com o objetivo de diminuir a concentracéo da solucéo absorvedora, tempos
de refluxo de 5, 10 e 15 minutos a 1400 W foram avaliados, utilizando-se como

solucéo absorvedora HNO3s 5 mol L.

3.8. CALCULO DOS LIMITES DE DETECCAO E DE QUANTIFICACAO

Os LODs, em ng g%, dos métodos empregados neste estudo foram calculados
considerando a leitura de 10 medidas da solucdo do branco, fazendo-se a
multiplicacéo por 3 do desvio padrdo destas leituras, somada a média obtida por esta
medida. J& para os LOQs, em ng g, fez-se a multiplicacéo por 10 do desvio padréo
das 10 leituras do branco, somada a média das leituras.®® Para ambos os célculos,
considerou-se o volume de afericdo, massa de amostra e a diluicdo necessario para

a etapa de determinacéo por ICP-MS.

3.9. TRATAMENTO DOS DADOS
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Os dados gerados por este trabalho foram tratados utilizando-se o software de
planilha eletrénica Microsoft Excel, versdo 2013. (Microsoft, Estados Unidos). J& os
testes estatisticos foram feitos utilizando-se o software GraphPad InStat verséao 3.0,
1997 (GraphPad InStat Software, Estados Unidos).

3.10. RESUMO DOS PROCEDIMENTOS

Neste trabalho, a MIC foi avaliada como método de preparo de amostra de
insetos comestiveis para posterior determinacdo de As, Cd e Pb por ICP-MS. Como
variaveis, estudou-se a massa de amostra, concentracédo da solu¢cdo absorvedora e
tempo de refluxo. Na Figura 8, encontra-se um fluxograma dos procedimentos

avaliados neste trabalho.
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INSETOS COMESTIVEIS

CARACTERIZAGAO

* Analise Centesimal
* Determinagao de macro e micronutrientes

METODOS DE REFERENCIA

METODO PROPOSTO

Digestao acida com
aquecimento convencional

MASSA DE AMOSTRA: MASSA DE AMOSTRA: MASSA DE AMOSTRA:
+ 50mg = N0mg + 100 a 600 mg
| I I
SOLUGCAO DE DECOMPOSICAO: SOLUCAO DE DECOMPOSICAO: SOLUCAO ABSORVEDORA :
*  HNO;14,4 mol L *  HNO;14,4 mol L * HNO;3;(3,5,7e144mol L")
| 1 I
PROGRAMA DE AQUECIMENTO: PROGRAMA DE AQUECIMENTO: PROGRAMA DE AQUECIMENTO:
* 2 horas a 100° C em banho-maria * 1) 20 minutos até 250 °C * 1) 1400 W por 5, 10 e 15 minutos
* i) 20 minutos em 250 °C « i) 0 W por 20 minutos
. i) resfriamento até 60 °C

Determinacao de As, Cd e Pb por ICP-MS

Figura 8.Fluxograma dos procedimentos experimentais feitos neste trabalho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na
caracterizacdo das amostras, na avaliacdo dos métodos de referéncia, bem como a
avaliacdo dos parametros utilizados na decomposicdo por MIC visando a
determinacao de As, Cd e Pb em insetos por ICP-MS. As melhores condi¢gdes foram

selecionadas com base na concordancia com a MAWD-SRC.
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4.1. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de insetos utilizadas neste trabalho foram caracterizadas em
relacdo ao teor de proteinas, lipidios, umidade, cinzas e carboidratos, conforme
descrito no item 3.4 (Materiais e Métodos). Na Tabela 4, estdo expressos 0s

resultados para esta caracterizagdo em g/100g (%).

Tabela 4. Composicéo centesimal das amostras de insetos.

Teor, %
Amostra Proteina Lipidios Umidade Cinzas Carboidratos
A 50,8+ 0,1 239+04 7,75+0,13 4,59 + 0,03 12,9+0,3
B 68,1+0,7 9,97 £ 0,64 6,54 + 0,38 3,15+ 0,02 12,2+ 0,6
C 60,9 + 0,5 6,72 + 0,16 11,2+0,7 4,46 + 0,07 16,7+1,2
D 28,1+0,9 37,4 +0,6 5,87 + 0,08 13,2+0,3 15,4+ 0,7

Na Tabela 4, observa-se que a amostra com maior teor de proteina € a amostra
“B” (gafanhoto) com 68,1 + 0,7%, enquanto que a amostra “D” (larva de tenébrio
molitor) apresenta a maior quantidade de lipidios (37,4 + 0,6%) e de cinzas (13,2 +
0,3%). Estes resultados sdo condizentes com estudos feitos por Rumpold e Scliter
(2013), que estudaram a composicao nutricional de insetos comestiveis de diferentes
origens geogréficas.?*

Na Tabela 5, estdo apresentadas as concentragbes dos macro e
micronutrientes (Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S e Zn) em mg kg, apés decomposicédo
por MAWD-SRC e determinacdo por ICP-OES, conforme descrito no item 3.4
(Materiais e Métodos). Observa-se que a amostra “C” (besouro), possui maior
concentracdo de Na (3422 + 120 mg kg™), K (8920 + 346 mg kg?) e Zn (184 + 4 mg
kgl) em relacdo as amostras estudadas. As concentracdes destes macro e
micronutrientes estao de encontro com estudos reportados por Kohler, et al. (2019) e
por Hlongwane et al.(2020).56:57

Ja a amostra “D” (larva de tenebrio molitor), possui maior concentracédo de Ca
(39365 + 852 mg kg') e Mg (2061 + 55 mg kgt), que podem estar correlacionados
ao seu estagio de desenvolvimento (larva), ao passo que as demais amostras ja estao

em fase adulta.?425
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Tabela 5. Concentracéo de macro e micronutrientes nas amostras de insetos obtidas por ICP-OES apés MAWD-SRC (média + SD, n=3).

Concentracéo, mg kg™

Amostra Ca Fe K Mg Mn Na P S Zn
A 1996 + 91 659 + 4 6362 + 88 860 * 15 115+ 2 2420 + 30 6552 + 103 5075 + 87 172 +5
B 1049 + 232 95,5+ 13,0 6625 + 129 845 + 30 12,6 £ 0,6 521 +5 5996 + 38 4333 £ 151 144 + 13
C 549 + 25 477 + 29 8920 + 346 1744 + 76 141+1,1 3422 + 120 5248 + 202 4981 + 278 184 +5
D 39365 +£852 366 *14 8185 +168 2061 + 55 82,0+4,1 2250 + 86 5574 + 128 2860 + 151 47,7 +22
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4.2. METODOS DE REFERENCIA PARA POSTERIOR DETERMINACAO DE As,
Cd e Pb POR ICP-MS

Para a obtencdo dos valores de referéncia de As, Cd e Pb fez-se a
decomposicdo por MAWD-SRC e por digestdo acida com aquecimento convencional
da amostra “A”, conforme descrito nos itens 3.6.1 e 3.6.2 (Materiais e Métodos). Os

resultados obtidos apds a determinacéo por ICP-MS, estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de referéncia para As, Cd e Pb obtidos por ICP-MS, em ug g, apés a
decomposicao por MAWD-SRC e digestao acida com aquecimento convencional
(média + SD, n=3).

Concentracéo, ug g*

Analito MAWD-SRC Digestéo acida
As 0,402 + 0,015 0,406 + 0,026
Cd 0,065 + 0,001 < 0,082*

Pb 0,806 + 0,014 0,777 £ 0,038

*LOQ obtido por ICP-MS

E possivel observar na Tabela 6 que n&o houve diferenca significativa (teste t-
student, 95% de confianca) entre os valores de As obtidos apés a MAWD-SRC e ap0s
a digestéo acida com aquecimento convencional na amostra “A”. Ja os valores de Cd
e Pb, ficaram abaixo do LOQ na digestao acida com aguecimento convencional. A fim
de se avaliar a exatiddo destes métodos de preparo de amostras, fez-se a
decomposicdo dos CRMs DORM-5 e DORM-3 utilizando os dois métodos e seguiu-
se a determinacgao de As, Cd e Pb por ICP-MS. Os resultados obtidos estdo expressos

na Tabela 7, bem como os valores certificados.
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Tabela 7. Valores certificados de As, Cd e Pb para os CRMs DORM-5 e DORM-3 e obtidos
por ICP-MS, em ug g, apés a decomposicdo por MAWD-SRC e digestdo acida

com aquecimento convencional (média = SD, n=3).

DORM-5 DORM-3
Digestéo Valor Digestéo Valor
MAWD-SRC MAWD-SRC
Analito acida certificado acida certificado
As 13,3+ 0,07 16,3+0,7 13,3+0,70 6,70 + 0,11 7,21 + 0,60 6,88 + 0,30
Cd 0,157 + 0,001 0,161 +£0,004 0,148+ 0,007 0,317 + 0,008 0,307 £+0,025 0,290 + 0,020
Pb 0,067 £0,003 <0,280" 0,058 + 0,006 0,442 + 0,006 <0,280" 0,395 + 0,050

*LOQ obtido por ICP-MS.

Para ambos os métodos de preparo de amostras, ndo houve diferenca
significativa (teste t-student, 95% de confianca) entre os valores certificados de As e
Cd dos CRMs DORM-5 e DORM-3 e os obtidos apds a determinacdo por ICP-MS.
Apos a digestdo acida, os valores para Pb ficaram abaixo do LOQ para ambos os
CRMs, enquanto que na MAWD-SRC, ndo houve diferenca estatistica significativa
(teste t-student, 95% de confiancga) entre o valor certificado de Pb e o obtido apds a
determinacao por ICP-MS.

Como para ambos os CRMs nao houve diferenca significativa entre os valores
de certificados e os obtidos experimentalmente, tanto a MAWD-SRC como a digestao
acida com aquecimento convencional se demonstraram adequadas para a
decomposicdo das amostras de insetos e posterior determinacao de As, Cd e Pb por
ICP-MS. Contudo, a MAWD-SRC foi escolhida como método de referéncia para a
digestdo das demais amostras de inseto, pois permite e decomposi¢cdo de um maior
namero de amostras em menor tempo (16 amostras em 60 min). Além disso, a MAWD-
SRC permite a obtencado de solu¢cées com menor teor de carbono em solucao, diminui

o0 risco de contaminacdes e resulta em menores LOQs.

4.3. AVALIACAO DOS PARAMETROS DA MIC PARA A DETERMINACAO DE As,
Cd e Pb POR ICP-MS

4.3.1. Avaliacdo da massa de amostra
A massa de amostra maxima que poderia ser empregada no metodo de MIC

foi avaliada conforme o item 3.7.1 (Materiais e Métodos). Para tal, massas de 100 a
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600 mg da amostra “A” foram submetidos ao procedimento de MIC. A avaliagdo da
massa maxima de amostra passivel de ser decomposta foi feita de forma visual,
observando a aparéncia do residuo presente no suporte ao final da combustdo. Além
disso, também observou-se a presséao atingida no interior do frasco durante a queima,
a qual ndo poderia ser superior a 80 bar (pressdo maxima recomendada pelo
fabricante).

Foi possivel a combustdo de até 500 mg de amostra, atingindo uma pressao
de aproximadamente 40 bar. Essa pressdo € metade do valor de pressdo maxima
recomendada pelo fabricante, sendo a combustéo feita de forma segura. Este
resultado é condizente com estudos anteriores para a combustdo de amostras com
matriz similar, como frutos do mar, onde também foi possivel a combustdo completa
de até 500 mg de amostra.'®

Porém, quando 600 mg foram submetidos ao procedimento de MIC, foi possivel
observar que houve queima incompleta, restando fuligem no frasco e no suporte de
quartzo, conforme pode ser visualizado na Figura 9. Por conta disso, a condicdo com

500 mg de amostra foi selecionada para avaliagdes posteriores.

Figura 9. Suporte de quartzo com fuligem devido a combustédo incompleta na condi¢gdo com

600 mg de amostra.

4.3.2. Avaliacao da solucao absorvedora

Com a maxima massa de amostra definida como sendo 500 mg, seguiu-se com
a avaliacdo da solucdo absorvedora. Para a absorcao de As, Cd e Pb, foram testadas
diferentes concentracdes de HNOs (3, 5, 7 e 14,4 mol L), conforme descrito no item
3.7.2 (Materiais e Métodos). A solucdo absorvedora possui o papel de absorver os

analitos apos a combustdo da amostra. Quando o objetivo € a determinagcéo de
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metais, geralmente, soluc¢des diluidas de HNOs sdo empregadas, o que contribui para
a reducéo do uso de reagentes e a geracao de residuos.%8

Os resultados obtidos para a avaliacdo da solucdo absorvedora foram
comparados aos resultados obtidos pelo método de referéncia (MAWD-SRC) e
calculados em termos de concordancia (Figura 10). Como pode ser observado na
Figura 9, concordancias superiores a 90%, foram obtidas para As, Cd e Pb
empregando-se solucdes absorvedoras de HNOsz 14,4 e 7 mol L1. Concordancias de
91% para As, 102% para Cd e 109% para Pb, foram obtidas quando utilizou-se como
solucéo absorvedora HNO3 14,4 mol L. J& quando a solucéo absorvedora de HNOs
7 mol L foi empregada, concordancias de 91% para As, 96% para Cd e 98% para

Pb, foram observadas entre os valores obtidos ap6s a MIC e a MAWD-SRC.
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Concentragao de HNO; na solugao absorvedora, mol L

Figura 10. Resultados de concordancia para As (m), Cd (m) e Pb () usando diferentes
concentracdes de HNOs como solugéo absorvedora. A linha tracejada representa

100% de concordancia.

Porém, concordancias abaixo de 85% foram observadas quando utilizou-se
solucdes absorvedoras com HNOs5 e 3 mol L. Além disso, para Pb a concordancia
foi inferior a 45% quando estas solucbes foram empregadas. Dessa forma,
priorizando-se o uso de solugdes diluidas e a obtengéo de valores exatos, a solucao
absorvedora de HNOs 7 mol L foi escolhida como solugéo absorvedora na combustéo
de amostras de insetos comestiveis e posterior determinacéo de As, Cd e Pb por ICP-
MS. Cabe salientar que néo houve diferenca significativa entre os valores obtidos por
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MIC nesta condicéo (500 mg de amostra, 6 mL de HNO3s 7 mol L) e por MAWD-SRC
para As, Cd e Pb (teste t-student, 95% de confianca). Ademais, este resultado esta de
acordo com estudos de Marques Junior (2014), onde Cd e Pb foram determinados por
ICP-MS apés MIC, em amostras de chocolate utilizando-se uma solucéo absorvedora
de HNOs 7 mol L.1°

4.3.3. Avaliagdo do tempo de refluxo

Com o objetivo de reduzir o uso de reagentes e a geracdo de residuos no
método proposto (MIC), avaliou-se o efeito do aumento do tempo de refluxo (de 5 min
para 10 ou 15 min) na concordancia dos analitos usando a solucéo absorvedora de
HNOz 5 mol L. Na MIC, o refluxo consiste em continuar irradiando os frascos apés a
etapa de combustao (a qual ocorre nos primeiros segundos de irradiacéo) a fim de
aguecer a solucédo absorvedora, promovendo assim a lixiviacdo dos analitos que
possam estar aderidos ao suporte de quarzto e a parede interna do frasco.®® Os
resultados desta avaliacdo estdo apresentados na Figura 11. Contudo, como pode ser
observado, a concordancia para todos os analitos ficou abaixo de 90% em todos 0s
tempos de refluxo avaliados usando a solu¢do de HNO3 5 mol L.

Por conta disso, a condicdo utilizando-se 500 mg de amostra, solucao
absorvedora com HNOs 7 mol L' e 5 min de refluxo foi escolhida para posterior

determinacao de As, Cd e Pb nas amostras de insetos comestiveis.
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Figura 11. Resultados de concordancia para As (m), Cd (m) e Pb () em diferentes tempos de
refluxo, utilizando HNO3z 5 mol L't como solucdo absorvedora. A linha tracejada

representa 100% de concordancia
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4.4. AVALIACAO DA EXATIDAO DA MIC

Com o método de MIC otimizado (500 mg de amostra, solu¢cdo absorvedora
com HNOs 7 mol L* e 5 min de refluxo), avaliou-se a exatiddo empregando-se os
CRMs DORM-3 e DORM-5. Para isso, os CRMs foram submetidos ao procedimento
de MIC, e os analitos (As, Cd e Pb), foram determinados por ICP-MS. Na Tabela 8,
estdo expressos os valores certificados para As, Cd e Pb dos CRMs DORM-5 e

DORM-3 e os resultados obtidos apds a decomposicéo por MIC (método proposto).

Tabela 8. Valores certificados de As, Cd e Pb para os CRMs DORM-5 e DORM-3 e obtidos
por ICP-MS, em ug g, apds a decomposicédo por MIC (média + SD, n=3).

DORM-5 DORM-3
Valor Valor
MIC MIC
Analito certificado certificado
As 14,3+0,3 13,3+0,7 6,80 + 0,34 6,88 + 0,30
Cd 0,143 £0,008 0,148 + 0,007 0,280 £ 0,006 0,290 + 0,020
Pb 0,062 + 0,005 0,058 + 0,006 0,337 £0,037 0,395+ 0,050

N&o houve diferenca estatistica significativa entre os valores obtidos com o
método proposto e os valores certificados (teste t-student, 95% de confianca) para As,
Cd e Pb no CRM DORM-3 e no CRM DORM-5.. Portanto, 0 método proposto se
demonstrou adequado para o preparo de amostras de insetos comestiveis e posterior
determinacao de As, Cd e Pb por ICP-MS.

4.5. APLICACAO DO METODO PROPOSTO PARA DIFERENTES AMOSTRAS DE
INSETOS COMESTIVEIS

Com o método de MIC otimizado e a exatidao avaliada, fez-se a aplicacdo do
método para diferentes amostras de insetos comestiveis comerciais, que estao

descritos na Tabela 3 (Materiais e Métodos). As amostras foram decompostas por MIC



47

utilizando-se 500 mg de amostra, HNOs 7 mol L"* como solucéo absorvedora e 5 min
de refluxo.

A concordancia entre os valores obtidos por MIC e por MAWD-SRC (método
de referéncia) estdo expostos no grafico representado na Figura 12. Observou-se
concordancias acima de 90% para As, Cd e Pb para as amostras “A”, “B” e “C".
Ademais, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os valores obtidos por MIC
e pelo método de referéncia (teste t-student, 95% de confianca).
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Figura 12. Resultados de concordancia para As (m), Cd (m) e Pb () nas amostras estudadas.

A linha tracejada representa 100% de concordancia.

Para a amostra “D” (larva de tenébrio molitor), concordancias acima de 90%
foram obtidas para Cd e Pb e ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
valores obtidos ap6s MIC e MAWD-SRC (teste t-student, 95% de confianca). Contudo,
uma concordancia de apenas 71% foi obtida para As nesta amostra (foi observada
diferenca estatistica significativa entre o método proposto e o de referéncia, teste t-
student, 95% de confianca). Ap0s a combustdo da amostra “D” observou-se a
presenca de um residuo de cinzas no suporte de quartzo (Figura 13), o qual pode ter
comprometido a recuperacdo de As. Conforme pode ser observado na Tabela 4

(composigao centesimal das amostras de insetos), a amostra “D” apresentou um teor
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de cinzas elevado (cerca de 13%), quando comparada as demais amostras (menor
que 4,5%), o que pode explicar o problema de concordancia de As nesta amostra.
Ademais, segundo estudos de Corazza (2015), teores de cinza maiores que 14%
influenciaram negativamente no processo de combustdo de amostras de carvao
mineral, comprometendo a concordancia dos analitos como As, Cd e Pb, mesmo se
estes néo estiverem ligados a fracdo inorganica.®® Sendo assim, para a aplicacéo de
MIC para amostras de inseto com teores elevados de cinzas (maior que 13%), mais
avaliacdes sdo necessarias, como o uso de auxiliares de combustdo (celulose ou

cloreto de amdnio) e/ou 0 aumento da concentracdo da solucdo absorvedora.

Figura 13. Residuo apés o procedimento de MIC da amostra “D”.

Na Tabela 9 estdo mostrados os resultados obtidos para todas as amostras de
inseto apds a combustao iniciada por micro-ondas e posterior determinacao de As, Cd
e Pb por ICP-MS
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Tabela 9. Valores de As, Cd e Pb para as amostras de insetos comestiveis obtidos por

ICP-MS, em ug g2, apés a decomposicdo por MIC (média + SD, n=3).

Concentracao, ug g*

Amostra As Cd Pb
A 0,370 £ 0,012 0,066 + 0,005 0,761 + 0,013
B 0,048 + 0,001 0,027 + 0,003 0,042 + 0,002
C 2,58 £ 0,220 0,062 + 0,006 0,165 + 0,015
D 0,226 +0,015° 0,181 + 0,014 1,40 = 0,040

"Diferenca significativa (teste t-student, 95% de confianga).

E possivel observar na Tabela 9 que a maior concentracéo de As (2,58 + 0,22
ug gt) foi obtida na amostra “C” (besouro), enquanto que as maiores concentragoes
de Cd (0,181 + 0,014 pg g*) e Pb (1,40 + 0,04 ug g?) foram observadas na amostra
“D” (larva de tenébrio molitor). De acordo com a legislacao vigente no Brasil, os insetos
comestiveis ainda nao tiveram inclusdo nas resoluc¢des que estipulam a concentracao
maxima de contaminantes inorganicos em alimentos, podendo-se somente ter um
comparativo com 0s crustaceos, que também pertencem ao filo dos artrépodes.
Assim, os limites maximos permitidos de contaminantes inorganicos em alimentos
(incluindo crustaceos) de acordo com a Resolucao-RDC N° 42, de 29 de agosto de
2013, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria estdo apresentados na Tabela 10.51
A partir destes valores maximos permitidos, é possivel observar que a amostra “C”
(besouro), ultrapassa o limite maximo permitido para As (de 1 pug g?). Além disso, as
amostras “A “(grilo) e “D” (larva de tenebrio molitor) ultrapassam os limites maximos
de Pb (0,50 ug g?).

Tabela 10. Limites maximos permitidos para As, Cd e Pb em crustaceos segundo a RDC N°
42, de 29 de agosto de 2013, ANVISA.

Analito Valor maximo, ug g*
As 1,00
Cd 0,50

Pb 0,50
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A contaminacéo por As, Cd e Pb em insetos pode ser proveniente do processo
de criacdo.?® Segundo a EFSA, a presenca de contaminantes inorganicos pode estar

atrelada a 4gua, substrato, alimentacgédo, além do estagio de vida do inseto.*

4.6. COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE PREPARO DE AMOSTRA
EMPREGADOS NESTE ESTUDO

Neste estudo a digestdo acida com aquecimento convencional e a MAWD-SRC
foram empregadas como métodos de referéncia, enquanto que a MIC foi avaliada para
o0 preparo de amostras de insetos comestiveis. Na Tabela 11 encontram-se uma

comparacao entre os trés métodos de preparo de amostra.

Tabela 11. Comparacéo entre os método de preparo de amostra empregados neste trabalho.

Parametro Digestado acida MAWD-SRC MIC
C em solucgéo, mg L? 4872 + 83 142 + 9 < 13,6
Acidez, % 38 73 -
Tempo do procedimento, 120 60 30
min
Concentracao de HNOs3, 14,4 14,4 7
mol L
Massa de amostra, mg 50 300 500
Numero de replicatas por 8 frascos em um 16 8
ciclo de decomposicéo béquer de 250 mL
Afericdo, mL 5 25 25

A partir do comparativo apresentado na Tabela 11, observa-se que a MIC
permite a obtencéo de digeridos com menor concentragdo de C em solugcéo, menor
tempo de procedimento, com maior massa de amostra e menor concentracdo de
HNOs, se demonstrando promissora para o0 preparo de amostra de insetos
comestiveis. Além disso, na Tabela 12 estdo apresentados os limites de deteccao

(LOD) e de quantificacdo (LOQ) para os trés métodos de preparo de amostra.
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Tabela 12. LODs e LOQs para os trés métodos de preparo de amostra empregados neste

trabalho em pg g*.

Valores em ug g*

Digestédo acida MAWD-SRC MIC
Analito LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ
As 0,125 0,311 0,0205 0,0469 0,002 0,007
Cd 0,0378 0,0823 0,00363 0,00860 0,001 0,003
Pb 0,173 0,281 0,0221 0,0545 0,020 0,040

Conforme pode ser observado na Tabela 12, a MIC proporcionou a obtencao
de menores LODs e LOQs para As, Cd e Pb, dentre os métodos de preparo de
amostra empregados. Isso porque a MIC emprega uma massa elevada de amostra
(500 mg), associada a ndo necessidade de diluicdo do digerido na etapa de
determinacao, devido aos baixos valores de C em solucao e valor adequado de acidez
(uso de HNO3z 7 mol L'tno preparo da amostra).

Ja a digestdo acida com aquecimento convencional, apresentou 0s maiores
LODs e LOQs em comparacdo aos demais métodos, o que se deve ao fato deste
método ocorrer em sistema aberto (estando suscetivel a contaminagdo), além de
utilizar uma menor massa de amostra e necessitar de diluicAo na etapa de
determinacao (valores elevados de C em solucao no digerido).

Por fim, levando em consideracdo os limites maximos para As, Cd e Pb em
crustaceos estipulados pela RDC N° 42, de 29 de agosto de 2013 da ANVISA, os
valores de LOQ obtidos pelo método de MIC para estes analitos estdo menores que
a concentracdo maxima permita, o que demostra que o método proposto € adequado

para este fim.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se afirmar que o método proposto para a
decomposicdo de insetos comestiveis por MIC €& adequado para posterior
determinacao de As, Cd e Pb em amostras com teores de cinza abaixo de 13%. Este
meétodo se demostrou eficaz na decomposicdo das amostra (teores de C em solucao
menores que 13,6 mg L1), utilizando-se uma massa de amostra de 500 mg, 7 mol L
de HNO3 como solugéo absorvedora e 5 minutos de refluxo.

Obteve-se concordancias acima de 90% para Cd e Pb para todas as amostras.
Entretanto, obteve-se 71% de concordancia para As na amostra com o teor de cinzas
de 13%. Por conta disso, o0 método de MIC deve ser futuramente melhorado para
amostras de insetos com esta caracteristica.

N&o foram encontradas diferencas estatisticas significativas (teste t-student,
95% de confianca), para As, Cd e Pb, entre a MIC e a MAWD-SRC para as amostras
com teores de cinzas na faixa de 3 a 4,5 %. Por fim, o método proposto apresentou
vantagens como o uso de solu¢des diluidas e 0 menor tempo de preparo de amostras,
apresentando LODs e LOQs adequados para a determinagcao de As, Cd e Pb em

amostras de insetos comestiveis.
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