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RESUMO

Areas naturais, assim como seus compartimentos ecoldgicos sdo, muitas vezes,
negligenciados em estudos da qualidade ambiental. O compartimento insetos é
extremamente importante devido sua representatividade nos ecossistemas e participacdo
em praticamente todos os processos ecoldgicos mantenedores da biodiversidade.
Estudos envolvendo a biomonitoracdo de elementos quimicos séo escassos no Brasil
para este grupo de animais, principalmente pela inexisténcia de protocolos analiticos e
padrdes de referéncia para estudos ambientais. Neste trabalho, inicialmente foram
avaliadas trés metodologias de solubilizacdo acida de amostras de insetos, ou seja, 0
tratamento fraco (&cido nitrico a 50%), o tratamento | (acido nitrico p.a. a 65%) e o
tratamento Il (&cido nitrico p.a. 65% e peroxido de hidrogénio a 35%). Apo6s a definicdo
do melhor procedimento de tratamento quimico, as concentracdes naturais de insetos
foram estabelecidas para As, Cd, Cl, Cu, Fe, Mo, P, Pb, S, Sh, Th e Zn por meio das
técnicas de Fluorescéncia de Raios-X por Energia Dispersiva (EDXRF), Espectrometria
de Absorgdo Atdmica com Forno de Grafite (GFAAS) e Espectrometria de Massas por
Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-MS). Para a garantia da qualidade do
procedimento, foram utilizados os materiais de referéncia SRM 2976 Mussel tissue,
RM 8415 Whole egg powder, SRM 1515 Apple leaves, RM 8414 Bovine muscle
Powder, IAEA 336 Lichen e IAEA V-10 Hay Powder, produzidos pela Agéncia
Internacional de Energia Atdmica (IAEA) e o National Institute of Standards and
Technology (NIST). Por meio deste estudo, comprovou-se a qualidade do procedimento
analitico ao utilizar-se o método envolvendo HNO; e H,0O, (tratamento Il) para a
solubilizagdo das amostras de insetos e materiais de referéncia. Os resultados obtidos da
analise quantitativa comprovaram a qualidade do procedimento analitico para a
determinacdo de doze elementos quimicos pelas técnicas analiticas empregadas. As
regides HPD foram obtidas em nivel de 95% de confianca para as concentracdes
naturais médias de As, Cd, Cl, Cu, Fe, Mo, P, Pb, S, Sb, Th e Zn dos insetos terrestres
do Reflgio Ecoldgico Charles Darwin, tendo resultados comparaveis aqueles de outros
ecossistemas naturais. A analise estatistica demonstrou a confiabilidade dos resultados
obtidos para aplicacdo em estudos futuros referentes a insetos da Mata Atlantica de

Pernambuco.

Palavras-chave: Elementos quimicos, Concentra¢des naturais, Mata Atlantica, Insetos.



ABSTRACT

Natural areas, as well as its ecological compartments are often negligected in studies of
environmental quality. The insects compartment is extremely important because of their
representativeness on ecosystems and participation in almost all ecological processes for
biodiversity maintaining. Studies involving biomonitoring of chemical elements are
scarce in Brazil for this group of animals, especially by the absence of analytical
protocols and reference standards for environmental studies. In this study, three
approaches were initially evaluated of acid solubilization in insect samples, in other
words, the weak treatment (50% nitric acid) treatment | (p.a. nitric acid at 65%) and
treatment 11 (p. a. nitric acid 65 % and hydrogen peroxide 35%). After defining the best
chemical treatment procedure, the natural concentrations of insects from the Refugio
Ecoldgico Charles Darwin have been established for As, Cd, Cl, Cu, Fe, Mo, P, Pb, S,
Sb, Zn and Th using Energy dispersive X-ray fluorescence (EDXRF), Graphite Furnace
Atomic Absorption Spectrometry (GFAAS) and Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry (ICP-MS). The reference materials SRM 2976 Mussel tissue, RM 84 15
Whole egg powder, SRM 1515 Apple leaves, RM 8414 Bovine muscle Powder, IAEA
336 Lichen and IAEA V-10 Hay Powder, produced by the International Atomic Energy
Agency (IAEA) and the National Institute of Standards and Technology (NIST) were
used to guarantee the quality of the analytical procedure. This study proved the quality
of the analytical procedure when using the method involving HNO3; and H,0,
(treatment 11) for solubilization of insects samples and reference materials. The results
of the quantitative analysis confirmed the quality of an analytical procedure for
determining the twelve chemicals used analytical techniques. The HPD regions were
obtained in 95% level of confidence for the average natural concentrations of As, Cd,
Cl, Cu, Fe, Mo, P, Pb, S, Sh, Th and Zn of terrestrial insects of the Refugio Ecoldgico
Charles Darwin, having results comparable with those of other natural ecosystems. The
statistical approach demonstrated the reliability of the obtained results for using in

further studies on insects from the Atlantic Forest of Pernambuco, Brazil.

Keywords: Chemical elements, Natural concentrations, Atlantic Forest, Insects.
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1. INTRODUCAO

A qualidade do ecossistema pode ser afetada significativamente a partir da
alteracdo da disponibilidade de substancias quimicas para o ambiente. Como a
acumulacdo dessas substancias na teia alimentar € indiscutivel, torna-se essencial o
conhecimento das concentracfes naturais de elementos quimicos, seus possiveis efeitos
na biota e incorporacdo de substdncias quimicas por processos ecologicos
(FONSECA, 2010). Estudos ambientais que englobam a distribuicdo original de
substancias quimicas sao, muitas vezes, negligenciados em areas naturais.

Para facilitar a comparacdo com estudos ambientais futuros em areas
impactadas, a escolha da regido de referéncia é relevante, principalmente para areas
naturais protegidas, cujas interferéncias externas quanto a disponibilidade de elementos
quimicos podem ser consideradas reduzidas. Isto € extremamente relevante para
estabelecimento de valores de referéncia para estudos ambientais, contudo a
fragmentacdo florestal de areas naturais é fator preponderante e limitante para pesquisas
desta categoria.

Atualmente o Estado de Pernambuco mantém apenas 2% da cobertura original
em fragmentos inseridos em mosaicos por monoculturas e aglomerados urbanos
(VIANA et al., 1997; CHIARELLO, 1999, SILVA; TABARELLI et al., 2006). Dentre
0s remanescentes florestais existentes, 48% possuem areas menores que 10 ha e apenas
7% acima de 100 ha (RANTA et al., 1998). Neste contexto, a Refugio Ecologico
Charles Darwin, que é uma Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) ( segundo
a classificagdo de unidades de conservacdo, abrange 60 ha de Mata Atlantica
remanescente do Municipio de Igarassu, Litoral Norte de Pernambuco. Além disto, a
reserva € limitrofe a Regido Fosfatica do Estado de Pernambuco. Desse modo, a
absorcdo de diversos elementos quimicos associados ao fosfato uranifero por diversos
organismos, incluindo insetos, pode contribuir para o conhecimento de possiveis
impactos ambientais na Mata Atlantica. A utilizagdo do conhecimento contido na
propria biodiversidade para fins de conservacdo € atividade prioritdria para o Pais
(TABARELLI et al., 2006).

Os insetos podem ser empregados em estudos de avaliagdo de qualidade
ambiental j& que sua composicdo de elementos quimicos reflete a qualidade de um
ecossistema. Sao capazes de absorver as substancias quimicas que circulam no ambiente
por meio da alimentagédo ou contato direto (NUORTEVA et al., 1992; SCHOFIELD et
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al., 2002). As pesquisas utilizando os insetos como biomonitores ainda sdo escassas
(MAAVARA et al., 1994), porém este grupo de organismos é bastante relevante ao
considerar-se seu papel ecoldgico no ecossistema e na densidade populacional elevada.

Pesquisas envolvendo a busca por padrdes de referéncia para estudos ambientais
a partir de insetos necessitam das mais variadas técnicas analiticas para quantificacdo do
maior nimero de elementos quimicos possiveis e as suas respectivas concentragoes.
Nesse caso, as técnicas analiticas multielementares de Fluorescéncia de Raios-X por
Energia Dispersiva (EDXRF), Espectrometria de Absorcdo Atdmica (AAS) e
Espectrometria de Massas por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-MS) merecem
destaque devido as suas respectivas multielementaridades, ou seja, determinagdo
simultanea de diversos elementos quimicos.

Ao utilizar EDXRF, AAS e ICP-MS, esta pesquisa, tem como objetivo principal
a avaliacdo das concentracdes naturais de As, Cd, Cl, Cu, Fe, Mo, P, Pb, S, Sh, Th e Zn
em insetos terrestres encontrados na Refagio Ecoldgico Charles Darwin.
Especificamente definir metodologia de tratamento quimico para amostras de insetos
das ordens coletadas, empregando procedimentos diversificados para a preparacdo
quimica com base em acidos/misturas acidas. Para definir o melhor procedimento,
avaliacdo de forma qualitativa foi realizada, por meio da avaliagdo da presencga de
solidos em suspensdo nas solucdes e, posteriormente, a metodologia com melhores
resultados qualitativos foi avaliada quantitativamente pela determinacdo de elementos
quimicos nas solucdes das amostras e de materiais de referéncia. Inferéncia Bayesiana
foi aplicada para a determinacéo das regides de alta densidade de probabilidade (HPD)
em nivel de 95% de confianca para o estabelecimento das concentra¢Bes naturais dos
elementos quimicos em amostras de insetos na unidade de conservagdo. A partir destas
concentracdes, estoques de elementos quimicos foram estimados para as formigas do

mundo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Nesta secdo serdo apresentadas informacgdes relevantes relacionadas com
aspectos necessarios ao entendimento deste estudo.

2.1. MATA ATLANTICA

A Mata Atlantica é uma das mais complexas e diversificadas florestas tropicais
devido a alta diversidade e ao alto grau de endemismo de espécies. Constitui-se de um
conjunto de formagdes florestais como a Ombrofila Densa, a Ombrofila Mista, a
Estacional Semidecidual, a Estacional Decidual e a Ombrdfila Aberta e ecossistemas
associados como as Florestas de Restingas, Manguezais e Campos de Altitude
(MMA, 2003).

As formagdes vegetais e ecossistemas associados a Mata Atlantica cobriam
originalmente uma &rea superior a 1.360.000 km?, que correspondiam a cerca de 16%
do territorio brasileiro, distribuidas pelos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parand, Sao Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito
Santo, Bahia, Alagoas, Sergipe, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara e do
Piaui como apresenta a Figura 1 (MMA, 2003). Porém, desta area original de Mata
Atlantica, restam apenas de 114 a 16% da cobertura vegetal original
(RIBEIRO et al., 2009).

No Brasil, existem trés grandes Sitios do Patrim6nio Mundial Natural da Mata
Atlantica: o Parque Nacional do Iguacu, as Reservas Florestais da Mata Atlantica da
Costa do Descobrimento e as Reservas Florestais do Sudeste Atlantico. Estas areas
foram reconhecidas como Sitio do Patrimdnio Natural em 1999, compreendendo
25 unidades de conservacao nos Estados de Sao Paulo e do Parana.
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Figura 1 — Dominio ocupado anteriormente pela Mata Atlantica e os seus remanescentes

=

1 Legenda
B Femanescentes da Mata Atlantica
Daominio da Mata Atlantica

Fonte: Fundacdo SOS Mata Atlantica; Instituto de Pesquisas Espaciais (2011), p. 13.

Por outro lado, a Mata Atlantica na regido Nordeste é representada por pequenas
areas fragmentadas (MMA, 2000). Originalmente esse bioma cobria area de
255.245km2. Os Ultimos estudos das organizagbes ndo governamentais como a
Sociedade Nordestina de Ecologia (SNE), a Fundacdo SOS Mata Atléantica e parceiros
governamentais para mapeamento da Mata Atlantica indicam que, para 0 bioma Mata
Atlantica, restam apenas 27.194 km?2 para os Estados do Nordeste, como mostrado na
Tabela 1 (TABARELLI et al., 2006). O Estado de Pernambuco possui apenas 1.524 km?
de remanescentes florestais desse bioma, o que mostra a necessidade de estudos nesses

ecossistemas.
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Tabelal — Areas dos Estados do Nordeste e seus remanescentes de Mata Atlantica

Unidade federativa Avrea total Area remanescente de florestas
(km?) km? %
Alagoas 27.933 877 3,14
Bahia 567.295 12.674 2,23
Ceara 148.825 1.873 1,26
Paraiba 56.585 656 1,16
Pernambuco 98.938 1.524 1,54
Piaui 251.529 7.791 3,10
Rio Grande do Norte 53.307 432 0,81
Sergipe 22.050 1.367 6,20
Total 1.226.462 27.194 2,21

Fonte: Tabarelli et al. (2006)

A diversidade biologica da Mata Atlantica no Nordeste esta distribuida em, pelo
menos, cinco centros de endemismos e duas areas de transicdo. A porcdo de floresta
referida como Mata Atlantica do Nordeste compreende os Estados de Alagoas, da
Bahia, do Ceara, da Paraiba, de Pernambuco, do Piaui, do Rio Grande do Norte e de
Sergipe. Do ponto de vista de fisionomias vegetais, a Mata Atlantica do Nordeste abriga
formacdes pioneiras, porcoes de Floresta Ombrofila Densa e Aberta, Floresta Estacional
Semidecidual e Floresta Estacional Decidual (TABARELLI et al., 2006).

2.1.1 Mata Atlantica do Estado de Pernambuco

O Jdltimo levantamento da Mata Atlantica de Pernambuco realizado por

Braga et al. (1993) mostrou a reducdo drastica de sua area original para 4,6%, incluindo
as areas remanescentes dos ecossistemas associados (Manguezais, Florestas de
Restingas e Campos de Altitude).

A sua topografia suave-ondulada e a concentragdo dessas areas proximas ao
litoral propiciam condi¢Ges mais atraentes para a instalacdo de cidades, resultando na
devastacdo da vegetacdo, que ndao poupou nem mesmo algumas areas designadas por
Lei Estadual como Reservas Ecoldgicas. Conforme estudo realizado pela Fundacéo de
Desenvolvimento da Regido Metropolitana do Recife (FUNDACAO DO
DESENVOLVIMENTO DA REGIAO METROPOLITANA DO RECIFE, 1993), em

menos de 10 anos, mais de 26% do conjunto das reservas ecoldgicas da Regido
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Metropolitana do Recife sofreu algum processo de degradacdo, sendo substituidas
principalmente pela cana de acUcar. A degradagdo assume carater ainda mais
preocupante em algumas destas reservas por se tratarem de areas de protecdo de
mananciais (LIMA, 1998).

2.1.2 Conservacao da biodiversidade

Tendo em vista o reduzido tamanho de seus remanescentes e a importancia da
Mata Atléntica, a conservacdo da biodiversidade é prioritaria, sendo urgentes estudos
detalhados e agBes emergenciais de conservacdo e manejo (CAMARA, 1991;
COIMBRA-FILHO; CAMARA, 1996). Para isso, uma das principais medidas é a
criacdo de unidades de conservagao.

Em Pernambuco, esforcos séo direcionados desde 1992 para a viabilizagéo da
Reserva da Biosfera da Mata Atlantica, primeiramente por meio do levantamento dos
remanescentes, realizado pela Sociedade Nordestina de Ecologia e pelo Governo de
Pernambuco; em seguida, a partir da formulagéo da proposta da Reserva da Biosfera da
Mata Atléntica para o Estado, e depois com o reconhecimento pela Organizagdo das
Nacdes Unidas para a Educacdo, Ciéncia e Cultura - UNESCO em 1993. Este foi o
primeiro grande estagio de um processo, em que, a partir de Pernambuco, foram
anexados a Reserva os outros estados do Nordeste (LIMA, 1998). A Reserva da
Biosfera é um instrumento de conservacgdo que privilegia o uso sustentavel dos recursos
naturais nas areas protegidas. Cada unidade é uma colecdo representativa dos
ecossistemas caracteristicos da regido, com as atribui¢es de centro de vigilancia, de

pesquisas, de gerenciamento de ecossistemas e de educagdo ambiental (LIMA, 1998).
2.1.3 Biodiversidade e endemismo

Nas formacOes florestais da Mata Atlantica, a flora e a fauna sdo bem
diversificadas e caracterizadas pelo grande nimero de espécies raras € endémicas.
Estudos ja registraram 261 espécies de mamiferos (61% endémicos), 620 espécies de
aves (12% endémicas), 200 repteis (30% endémicos), 280 anfibios (90% endémicos) e,
aproximadamente, 20.000 espécies de plantas vasculares (REIS et al., 1999).

Um importante fator gerador da biodiversidade desta regido esta relacionado
com as variagdes geoldgicas, climaticas e ambientais ocorridas ao longo da sua

formagéo. A faixa de Mata Atlantica estende-se por 27 graus de latitude (de 3°S a 30°S)
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e, em altitude, varia do nivel do mar até elevacdes maiores que 2.700 m, como ocorre
nas serras da Mantiqueira e do Carapao, localizadas nos Estados de Séo Paulo, de Minas
Gerais, do Rio de Janeiro e do Espirito Santo. Os climas variam de regimes sub-Umidos
com estacdes secas bem definidas no Nordeste até ambientes de pluviosidade extrema,
em alguns locais da Serra do Mar (CAMARA, 2005).

A Mata Atlantica esta isolada de trés outros grandes biomas de florestas sul-
americanas como a Floresta Amazonica e o0s tipos vegetacionais Caatinga e Cerrado.
Esse isolamento resultou na evolucdo de uma biota Gnica, com numerosas espécies
endémicas (RIZZINI, 1997). Por exemplo, as quatro espécies reconhecidas de mico-
ledo (género Leontopithecus) ocupam partes distintas e isoladas da Mata Atlantica, isto
é, no sul da Bahia, no Rio de Janeiro, no interior de Sdo Paulo e na regido costeira do
Parand (SILVA; CASTELETI, 2005).

Com relacdo aos invertebrados, muitas espécies ainda nem foram descritas,
porém trabalhos de levantamento populacional indicam que a ocorréncia de espécies
endémicas pode ser alta (CAMARA, 2005). Para tais estudos, por exemplo, grupos de
organismos de uma mesma classe podem ser utilizados como indicadores de efeitos no
ambiente, sejam naturais ou antropogénicos, sobre a diversidade ecoldgica de uma
regido. De modo geral, sugere-se a utilizacdo de alguns grupos para a monitoracao da
biodiversidade de insetos em fragmentos florestais como borboletas, principalmente
Nymphalidae (Lepidoptera); besouros, principalmente pertencentes as familias
Scarabaeidae e Carabidae (Coleoptera), formigas e abelhas, da subfamilia Euglossinae
(Hymenoptera) e cupins (Isoptera) (BROWN, 1991; BROWN; FREITAS 2000;
FREITAS et al. 2006; THOMAZINI; THOMAZINI 2000). Muitos desses invertebrados
estdo presentes no ecossistema de Mata Atlantica, e foram estudados em fragmentos

como o do Refugio Ecolédgico Charles Darwin.
2.2. REFUGIO ECOLOGICO CHARLES DARWIN

O Refugio Ecoldgico Charles Darwin € um remanescente de Mata Atlantica com
aproximadamente 60 ha. A vegetagdo é tipica da Zona da Mata Pernambucana
(SANTIAGO; BARROQOS, 2003). (Situa-se no Municipio de lgarassu, litoral norte do
Estado de Pernambuco). A area é cortada pelo Rio Jacoca, também chamado de
Tabatinga, que é perene e faz parte da principal bacia hidrografica do municipio, a do
Rio Botafogo (SANTIAGO; BARROS, 2003). A sua vegetacdo € composta por um
estrato arbdreo que varia entre 8 e 15 m de altura (SANTIAGO; BARRQOS, 2003).



23

Criado ha cerca de 50 anos, porém, somente no final da década de 80 iniciaram
suas atividades de preservacao e conservacdo florestal, de pesquisa cientifica bem como
de educacdo ambiental. Nos ultimos anos, o Refugio criou um programa especial de
turismo ecoldgico, visando atender grupos particularmente interessados em conhecer a
fauna e a flora da regido. Além destas atividades, existe uma sementeira, criada a partir
de pesquisas realizadas na area de Boténica, para a propagacdo de plantas nativas da
Mata Atlantica do Estado de Pernambuco. Quanto as pesquisas, os trabalhos envolvem
as areas de sistematica e catalogacdo de espéecies animais, vegetais e fungos,
comportamento social, habitos alimentares, reproducdo, criagdo em cativeiro,
reintegracdo de animais silvestres em ambiente natural e educagdo ambiental
(FIDEM, 1993).

Apesar da diversidade de areas de estudo desenvolvidas no local, os estudos
concentram esforcos nas areas de catalogacdo e levantamento da biodiversidade.
Mesmo assim, poucos sdo os trabalhos publicados referentes ao fragmento de Mata
Atlantica do Reflgio Ecoldgico Charles Darwin. A pteridoflora do Refugio Ecoldgico
Charles Darwin foi estudada por Santiago e Barros (2003). Para vertebrados, Magalhdes
et al. (2007) classificaram a avifauna do local, enquanto Feijo e Langguth (2011)
estudaram espécies de morcegos encontrados em alguns fragmentos préximos. Costa et
al. (2009) estudaram abundancia, riqueza, diversidade e equitabilidade das espécies de
Scarabaeinae, coletadas com armadilha de interceptacdo de vbdo, enquanto
Limaet al. (2012) realizaram inventario de insetos da ordem Ephemeroptera. Santos-
Mendonca et al. (2007) pesquisaram a classificacdo e distribuicdo de galhas em Clusia
nemorosa G. Mey (familia Clusiaceae), enquanto Silva e Almeida-Cortez (2006)
estudaram galhas entomégenas de Miconia prasina (Sw.) DC (familia
Melastomataceae).

Mesmo com estudos de cunho ecoldgico utilizando insetos terem sido
realizados, ainda ndo conhece nada sobre a biomonitoracéo de elementos quimicos com
insetos, tornando este trabalho pioneiro com relagdo a quantificacdo de substancias
qguimicas no fragmento florestal de Mata Atlantica. Estudos similares realizados como
0s de Gongalsky (2006), Talarico et al. (2014) e Heikens et al. (2001) concentraram as

suas pesquisas em areas impactadas por atividades antropicas.

2.3. COMPARTIMENTO ECOLOGICO INSETOS
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Dentre os seres vivos, a Classe Insecta merece relevancia, pois se trata de uma
das classes mais diversa na histéria da vida deste planeta (Figura 2). O numero de
espécies, a diversidade de adaptacbes, a sua biomassa e a quantidade de habitat

ocupados sdo incomparaveis a qualquer outro grupo animal (FELIX et. al, 2010).

Figura 2 — Quantidade de espécies de seres vivos reconhecidas
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Outros
animais
281.000 (20%)

Fonte: Wilson (1992), p. 46.

Atualmente, o numero de espécies de insetos conhecidas € estimado em quase
um milhdo, entretanto, o namero sugerido de espécies existentes estd entre 2,5 e
10 milhdes. A diferenca entre os valores das estimativas é marcante e isto reforca a
superioridade deste grupo sobre a diversidade de qualquer outro grupo de organismos
gue exista ou que ja tenha existido neste planeta. Em termos de nimero de individuos,
sO as formigas totalizam aproximadamente 10 quatrilhdes, pesando aproximadamente o
mesmo que todos os 6,5 bilhdes de seres humanos (FELIX et. al, 2010).

Magalhdes et al. (2013) demonstraram que dentro das ordens de invertebrados
terrestres amostrados no decorrer do ano de 2009 ao longo das areas ribeirinhas dos
principais cursos d'adgua do Municipio de Piracicaba, area incialmente ocupada por
vegetacdo nativa de Mata Atlantica (Floresta Estacional Semidecidual), observou-se a

prevaléncia da Classe Insecta, principalmente a Ordem Hymenoptera (Figura 3).
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Obviamente, o tipo de armadilha ("pitfall) parece favorecer esta ordem em comparacao
com as demais, embora espécies da Classe Arachinida também tenham sido amostradas
com relativa frequéncia (13%).

Figura 3 — Distribuicéo percentual (%) das ordens de invertebrados amostrados no

Municipio de Piracicaba, Estado de Sao Paulo
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Fonte: Magalhdes et al. (2013)

2.3.1 Papel ecologico

Contrariamente ao que normalmente se pensa, 0s insetos trazem mais beneficios
do que prejuizos. Contribuem com a producdo de seda, alimentos (polinizacdo),
farmacos, corantes e produtos de inovacao (novas substancias e controle biolégico). Sua
importancia para a evolucdo das espécies, principalmente plantas, e para manutencao
dos ecossistemas € indiscutivel. Defesas fisico-quimicas de plantas e recursos
alimentares selecionam grupos de herbivoros. Esses fendmenos influenciam a evolugéo
das defesas e reproducéo de plantas (COLEY; BARONE, 1996), resultando, em alguns
casos, em um processo coevolutivo (JANZEN, 1980). Por exemplo, tem-se a
polinizacdo exclusiva de algumas orquideas por uma Unica espécie de inseto.

Dentre os habitats, o solo € ocupado por uma grande variedade de organismos,
tanto microorganismos, principalmente invertebrados, que sdo responsaveis por
inimeras funcbes ecologicas (CORREIA; OLIVEIRA, 2000). Os invertebrados
terrestres participam de diversos processos como a regulacdo de comunidades
microbianas, a fragmentacdo do material vegetal em decomposicao e a estruturacdo do
solo (porosidade) por atividades de escavagdo. Participam, ainda, da ciclagem dos
nutrientes, modificando a qualidade da serapilheira e do solo (AQUINO, 2001;
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CORREIA; OLIVEIRA, 2000). A total eliminacdo dos invertebrados do solo,
principalmente insetos, como ocorre em ambientes envolvendo algumas atividades
humanas, causam graves consequéncias ao ambiente, perturbando as cadeias
alimentares, causando a extincdo de espécies e comprometendo o0s ciclos
biogeoquimicos (HOLL; KAPPELLE, 1999).

2.3.2 Quimiorrecepcgao

Insetos sdo capazes de detectar e responder a certas substancias presentes no
ambiente. Os quimiorreceptores sdo células sensoriais responsaveis por obter tais
informacBes e transmiti-las aos demais neurdnios. De maneira geral, o0s
quimiorreceptores sdo classificados como: receptores da gustacdo (gosto), nos quais a
percepcdo sensorial se da apos o contato fisico do alimento com as estruturas sensoriais,
e receptores da olfacdo (cheiro), que detectam moléculas distantes, que sdo
transportadas por difusdo ou por correntes convectivas até o epitélio olfativo
(WARREN et. al, 2000).

A quimiorrecepgdo esta envolvida em diferentes interacdes entre 0s organismos
e dos organismos com o ambiente como, por exemplo, na localizacdo de alimento, no
reconhecimento de predadores, na defesa contra substancias toxicas e na reproducao
pela percepcdo de algumas substancia especificas - ferorménios (SCHMIDT-
NIELSEN, 1996). Os insetos apresentam quimiorreceptores de contato (sensilos)
localizados, principalmente, nas pecas bucais e nas patas. Os sensilos possuem de 4 a
5 neurénios, em que os finos dendritos se direcionam para projecfes ocas da cuticula
(WARREN et. al, 2000). A quimiorrecepcdo permite a captura dos organismos por
armadilhas, cujas iscas podem ser definidas de acordo com os héabitos alimentares

(herbivoros, onivoros e carnivoros).
2.3.3 Biologia dos insetos

A Classe Insecta agrupa todos os animais que possuem trés pares de pernas no
torax, assim como asas em algum momento da vida. Externamente, o inseto adulto esta
dividido em trés tagmas, ou regides funcionais: cabega, torax e abdome. Na cabega,
estdo localizados os 6rgdos dos sentidos. No torax estdo presentes, principalmente, as
estruturas de locomog&o. No abddémen, estdo presentes os 6rgdos dos sistemas digestivo,
excretor e reprodutor (BRUSCA; BRUSCA, 1990).
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A cuticula € uma camada externa inerte que cobre o corpo do inseto, formando
os apddemas internos, ou seja, invagina¢des da cuticula em que se fixam a musculatura
e as membranas alares. Esse 6rgdo atua como barreira contra agentes agressores entre o
tecido vivo e o ambiente. Internamente, a cuticula esta presente nas traquéias, em alguns
ductos glandulares e nos intestinos posterior e anterior. Uma das principais funcdes da
cuticula é restringir a perda de &gua, que € vital para o0 sucesso da vida terrestre dos
insetos (BEAUMONT; CASSIER, 1978).

A cuticula é secretada pelas células da base da epiderme, sendo formada por
uma grossa pro-cuticula mais interna e uma fina denominada epicuticula, mais externa.
A epiderme e a cuticula formam juntas, o exoesqueleto (Figura 4), que nada mais € que
a cobertura externa do tecido vivo de um inseto (BRUSCA; BRUSCA, 1990). A
epicuticula geralmente consiste de trés camadas formadas por cuticula interna, uma
epicuticula externa e uma camada superficial, ainda mais externa (Figura 4). Em muitos
insetos, a camada superficial é coberta por lipidios ou por cera, com funcéo,
basicamente, de repelir 4gua (BRUSCA; BRUSCA, 1990).

Os insetos passam por mudas periddicas ligadas ao seu ciclo de vida no
fendmeno denominado de ecdise (Figura 5). Nesse processo, toda a cuticula, externa e
interna, é trocada, sendo produzida uma nova cuticula pela epiderme (BEAUMONT;
CASSIER, 1978).

Figura 4 — Esquema do exoesqueleto de insetos
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Fonte: Brusca e Brusca (1990).
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Figura 5 — Processo de ecdise de um inseto da ordem Hemiptera

Fonte: Nicerweb (2014)

Estudos ainda sdo bastante escassos com relacdo a fisiologia e informacdes
nutricionais para classe Insecta. Porém, a principal lacuna é sobre a composicdo de
elementos quimicos dos insetos de um ecossistema (FONSECA et al., 2009). Sua
aplicacdo como biomonitores torna-se, interessante, contudo, recomendada apds a
criagdo de valores de referéncia (concentragdes naturais) para estudos de impactos

ambientais, quando possivel.

2.4. AVALIACAO DA QUALIDADE AMBIENTAL DE ECOSSISTEMAS
NATURAIS

Né&o existe possibilidade de estudar a qualidade ambiental de ecossistemas sem
analisar cada compartimento ecoldgico. No Brasil, pouco se conhece das concentragdes
naturais de elementos quimicos nos compartimentos dos ecossistemas da Mata
Atlantica, mesmo sabendo que originalmente, a Mata Atlantica ocupava 1.290.000 km?,
ou seja, algo em torno de 12% do territorio brasileiro, embora atualmente restem apenas
7% de seu territorio original com alto grau de fragmentacdo, a Mata Atlantica possui
uma importancia socioambiental indiscutivel. Para cerca de 70% da populacao brasileira

que vive em seu dominio, seus ecossistemas regulam o fluxo dos mananciais hidricos,
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asseguram a fertilidade do solo, controlam o clima e protegem escarpas e encostas das
serras, além de preservarem patrimoénios natural e cultural (MMA, 2003).

Ao caracterizar-se quimicamente um compartimento ecoldgico, favorece-se a
consolidacdo de legislacdo especifica para o compartimento em questdo, além de
estimular estudos sobre a presenca dos elementos quimicos e sua utilizacdo em outros

compartimentos ecoldgicos.

2.4.1. Legislacdo brasileira e valores de referéncia para estudos de impactos

ambientais

Embora ndo se tenha informacdo da legislacdo brasileira sobre elementos
quimicos na Mata Atlantica, optou-se por relacionar o conjunto de leis, decretos e
portarias para sua protecdo e uso dos recursos naturais. Vale ressaltar que a presenca de

elementos quimicos nas florestas, assim como em seus compartimentos ecoldgicos, ndo

foi devidamente explicitada pela Legislagio Brasileira conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Legislagdes relacionadas com a Mata Atlantica

(continua)
Ano Legislacio Descrigéo
1965 Lei N° 4771 Cadigo florestal
1966 Lei N°5106 Incentivos fiscais concedidos a empreendimentos florestais
1972 Lei N° 5868 Sistema Nacional de Cadastro Rural
1975 Decreto N° 54 Convencao sobre o comércio internacional das espécies da flora
e fauna selvagens em perigo de extingao
1981 Lei N° 6938 Politica Nacional do Meio Ambiente
1986 Lei N° 7551 Alteracéo dos dispositivos da Lei N° 4771,
Novo Cadigo Florestal
Decreto N° 92446 Artigo XXI da Convengdo sobre o comércio internacional das
espécies da fauna e da flora em perigo de extingdo
1989 Lei N° 7754 Estabelece medidas para protecdo das areas de preservacao
permanente
1990 Decreto N° 99274 Criacdao de estacdes ecoldgica e areas de protecdo ambiental e

sobre a Politica Nacional do Meio Ambiente

Fonte: CNCFLORA (2013)
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Tabela 2 — Legislacéo relacionada com a Mata Atlantica

(continua)
Ano Legislacdo Descrigéo
1993 Decreto N° 750 Dispde sobre o corte, a exploracdo e a supressédo da
Mata Atlantica
Decreto N° 2 Convencao sobre Diversidade Bioldgica
1994 Decreto N° 1298 Regulamento das Florestas Nacionais
Decreto N° 1354 Programa Nacional da Diversidade Bioldgica
1996 Decreto N° 1922 Reservas Particulares do Patrimdnio Cultural
1998 Decreto N° 2519 Promulga a Convencéo sobre Diversidade Bioldgica do Rio de
Janeiro, em 05 de junho de 1992
Decreto N° 2661 Regulamenta o paragrafo Unico do art. 27 da Lei n°® 4.771, de 15
de setembro de 1965 (cddigo florestal), mediante o
estabelecimento de normas de precaucdo relativas ao emprego
do fogo em praticas agropastoris e florestais
Lei N° 9605 Lei dos Crimes Ambientais
1999 Lei N° 9795 Lei de Educacdo Ambiental
Decreto N° 3179 Regulamenta a Lei de Crimes Ambientais
2000 Lei N° 9985 Instituicdo do Sistema Nacional de Unidades de Conservagéo
da Natureza
Lei N° 10165 Taxa de controle e fiscalizacdo ambiental
2003 Decreto N° 4340 Sistema Nacional de Unidades de Conservagédo da Natureza —
SNUC
Decreto N° 4703 Programa Nacional da Diversidade Bioldgica — PRONABIO e a
Comisséo Nacional de Biodiversidade
Portaria N° 220 Comité de Integracdo de Politicas Ambientais - CIPAM
Portaria N° 319 Auditores Ambientais
2004 Decreto N° 5092 Define regras para identificacdo de reas prioritarias
2006 Lei N° 11284 Gestéo de florestas publicas para a producéo sustentavel,
Institui o SFB e cria o0 Fundo Nacional de
Desenvolvimento Florestal
Lei N° 11428 Utilizacdo e prote¢éo da vegetacdo nativa do Bioma de

Mata Atlantica

Fonte: CNCFLORA (2013)



31

Tabela 2 — Legislacéo relacionada com a Mata Atlantica
(concluséo)

Ano Legislacdo Descrigéo
2006 Portaria N° 354 Institui grupo de trabalho para propor programas instrumentos e
acoes direcionadas para a preservacio das Areas de Preservacéo
Permanente — APPs
Portaria N° 357 Instituir Comissao Permanente para articulacéo e integracdo do
Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA e do
Conselho Nacional de Recursos Hidricos — CNRH
2008 Decreto N° 6469 Comissédo Gestora do Plano Amazonia Sustentavel
2009 Decreto N° 6792 DispGe sobre a composigao e funcionamento do Conselho

Nacional do Meio Ambiente — CONAMA

Fonte: CNCFLORA (2013)

Para a avaliagdo de qualidade ambiental, valores de referéncia informativos das
concentragfes maximas permitidas de substancias quimicas nos compartimentos agua e
solo foram estabelecidos por meio de resolucbes CONAMA. A Resolucio CONAMA
357/2005 (complementada e alterada pelas Resolugdes 410/2009 e 430/2011) trata da
classificacdo dos tipos de dgua (tanto para dgua doce, salgada e salobra) para os seus
diversos usos, assim como sobre a concentracdo em que cada elemento ou compostos
quimicos podem estar presentes. Para o solo, tem-se a Resolu¢do CONAMA 420/2009,
que dispde sobre critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto a presenca
de substancias quimicas e estabelece diretrizes para o gerenciamento ambiental de areas
contaminadas por essas substancias em decorréncia de atividades antrdpicas.

Ja as Resolucdes da Diretoria Colegiada (RDCs) sdo utilizadas pela ANVISA
para controle de varios fatores de interesse, tais como aspectos fisicos e concentracdo de
elementos quimicos para produtos de uso humano:

- RDC N° 10 de 09/03/2010, para medicamentos fitoterapicos;

- RDC N° 17 de 16/04/2010, boas préaticas para producdo de medicamentos, em
que se trata, também a questdo da presenca de “metais pesados” (contexto
toxicoldgico dos elementos quimicos);

- RDC N° 15 de 26/03/2013, que também aborda lista de substancias quimicas

permitidas em cosmeéticos;
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- RDC N°54 de 15/06/2012, que trata da qualidade da &gua natural e &gua mineral
natural para consumo humano, abordando aspectos fisicos e concentracdo de
elementos quimicos.

Contudo, é facil constatar a inexisténcia de tais valores legais para o
compartimento insetos terrestres. Para a vegetacdo, podem ser utilizados valores da
planta de referéncia propostos por Schiirman e Market (1998). Kabata-Pendias e
Pendias (2000) também propuseram valores de referéncia para solos e plantas para a
regido temperada. Franca (2006) estudou a concentracdo de diversos elementos
quimicos em plantas nativas da Mata Atlantica, que foram utilizados como valores de
referéncia para estudos ambientais em regides impactadas como é o caso da vegetacdo
circunvizinha do Complexo Industrial de Cubatdo, uma das regiGes mais poluidas do
Brasil (ARAUJO, 2009).

Os primeiros resultados de composicdo de elementos quimicos de invertebrados
no Brasil mostram concentracBes aprecidveis nos tecidos avaliados pela técnica
multielementar de analise por ativacdo neutronica instrumental - INAA (FONSECA et
al., 2009; MAGALHAES et al., 2013; FRANCA et al., 2015a; FRANCA et al., 2015b).

2.5 ELEMENTOS QUIMICOS

Alguns elementos quimicos sdo essenciais para o desenvolvimento do
organismo, sendo divididos em macroelementos e microelementos, de acordo com a
quantidade necessaria para o0 desempenho de suas funcBGes bioldgicas. Os
macroelementos sdo nitrogénio, potassio, calcio, fosforo, enxofre e magnésio, enquanto
cloro, cobalto, cobre, ferro, zinco, manganés e molibdénio s&o considerados
microelementos. Os elementos quimicos essenciais podem, ainda, ser classificados de
acordo com sua funcionalidade nos processos fisiologicos essenciais dos organismos
vivos. De acordo com este critério, 0s elementos essenciais podem ser subdivididos em
trés grupos funcionais: estruturais (C, H, O, N, P, S, Si, Ca), eletroliticos (K, Na, Ca, Cl,
Mg) e enzimaticos (V, Cr, Mo, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, B, Sn, Se, F, I, Mg)
(MARKERT et al., 2000).

Esses mesmos elementos quimicos essenciais, quando presentes acima de
determinadas concentracdes, tornam-se toxicos para organismos vivos. Contudo,
existem elementos quimicos reconhecidamente toxicos, mesmo em concentracfes-traco,
como aluminio, antimoénio, arsénio, bario, berilio, chumbo, mercurio, torio e urénio, por

exemplo. Devido a importancia dos elementos quimicos e a disponibilidade
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ambientalmente alterada para 0s seres vivos, torna-se de extrema importancia a
monitoracdo da sua presenca nos ecossistemas. Para tal procedimento, como, muitas
vezes, sao empregados os proprios componentes biologicos do ecossistema para realizar
esta quantificacdo, tém-se a necessidade de escolher corretamente as técnicas analiticas
apropriadas para cada elemento quimico (MARKERT et al., 2000). Desse modo, devem
ser considerados fatores como a concentracdo esperada e a facilidade de deteccéo para
esse processo.

2.6 TECNICAS ANALITICAS APLICADAS A CARACTERIZACAO
QUIMICA DE INSETOS

Um dos principais requisitos para a avaliacdo da qualidade ambiental é a
possibilidade de determinacdo de diversos elementos quimicos com nivel metrologico
adequado para os estudos ambientais. Dentre elas, o Centro Regional de Ciéncias
Nucleares do Nordeste (CRCN-NE) dispde da Fluorescéncia de Raios-X por Dispersao
de Energia - EDXRF, que é uma técnica multielementar ndo destrutiva, da
Espectrometria de Absor¢cdo Atomica — AAS e da Espectrometria de Massas por Plasma
Acoplado Indutivamente — ICP-MS, ambas destrutivas.

2.6.1 Técnicas analiticas sem necessidade de tratamento quimico

Aqui serdo abordadas técnicas ndo destrutivas, ou seja, que ndo necessitam ser
decompostas por meio de tratamento quimico, neste estudo foi utilizada apenas a
Fluorescéncia de Raios-X por Energia Dispersiva (EDXRF).

2.6.1.1 Fluorescéncia de Raios-X por Energia Dispersiva (EDXRF)

EDXRF é uma técnica analitica quali-quantitativa baseada na medida das
intensidades, ou seja, quantidade de raios-X que sdo emitidos pelos atomos dos
elementos quimicos presentes na amostra, detectados por unidade de tempo. Os raios-X
emitidos por tubos apropriados excitam os elétrons, os quais, por sua vez, geram raios-
X caracteristicos com energias especificas de cada elemento quimico (Figura 6). Os
raios-X sdo detectados e relacionados com a concentracdo do elemento quimico na
amostra a partir de curvas analiticas. Emprega-se detector semicondutor de alta
resolucdo, capaz de produzir pulsos eletrbnicos proporcionais as energias e as

intensidades dos raios-X, para a medicdo. Nesse caso, 0 mais empregado € o detector de
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silicio ativado com litio, (SiLi), e algumas vezes, o de germanio (JANSSENS et. al,
1993).

Espectro Gerado

Figura 6 — Funcionamento de um EDXRF
Processamento do
Sinal
Raios- X

fluorescentes Resultado

Fonte

Detector

Raios- X
incidentes

Amostra

Fonte: O Autor

O detector de SiLi é empregado na quantificacdo de raios-X (Linha Ka)) emitidos
pelos elementos quimicos de nimero atbmico variando entre 13 (Al) e 50 (Sn) e raios-X
da camada L e M dos elementos quimicos de maior peso atdbmico. Devido a sua baixa
eficiéncia para raios-X de baixa energia ndo é aconselhavel na deteccdo dos raios-X
emitidos por elementos quimicos leves, ou seja, de nimero atbmico menor que 13
(GARCIA; SANTOS, 1974).

A técnica da EDXRF ja € ferramenta efetiva na determinacdo de elementos
quimicos de relevancia ambiental e tém sido bastante utilizada na determinacdo de
varios elementos quimicos em amostras dos compartimentos agua (JOSHI et al., 2006),
solo (ANJOS et al., 2002) e vegetacio (MARGUI et al., 2005; SOUSA et al., 2013).
Além disso, o espectro resultante na regido dos raios-X pode ser utilizado para a
obtencédo do “fingerprint” do material analisado (BORTOLETO, 2007).

Considerando-se os fatores a serem estudados para realizagdo de anélise quimica
por EDXRF, a técnica requer uma definicdo adequada dos parametros para cada rotina
experimental. Quanto mais extensas as rotinas de analise, mais precisas serdo as
andlises, condicdo relevante, principalmente para insetos, cujas composi¢des quimicas e
variedade de matrizes sdo incalculaveis. Cada amostra a ser analisada deve ser avaliada
com base em curvas estabelecidas previamente com materiais de referéncia certificados
(REDUS et al., 2009; SOUSA etal., 2013). Apesar da grande aplicabilidade para

amostras ambientais, EDXRF apresenta algumas limitacOes para determinacdo de
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alguns analitos, trazendo a necessidade da utilizacdo de técnicas analiticas, que

necessitam de tratamento quimico para obtencgéo de solugdes aquosas.

2.6.2 Técnicas analiticas com necessidade de tratamento quimico

Nesta secdo serdo abordadas técnicas analiticas, que necessitam ser decompostas
por meio de tratamento quimico. Foram utilizadas a Espectormetria por Absor¢do
Atdmica e a Espectrometria de Massa por Plasma Indutivamente Acoplado, alem de

aspectos relacionados a etapa de tratamento quimico.

2.6.2.1 Tratamento quimico de amostras

No laboratorio, existem algumas possibilidades para a analise direta de amostras
solidas para determinacdo de elementos quimicos (como EDXRF), mas geralmente as
técnicas analiticas requerem a solubilizacdo da porcao-teste, para isso a amostra deve
ser submetida a um tratamento quimico adequado antes da determinacdo quimica
(KELLNER et al., 2004), como acontece para as técnicas espectrométricas como AAS e
ICP-MS.

A evolucdo dessas técnicas tem permitido a determinacdo de numerosos
elementos quimicos em concentracdes na ordem de miligramas por quilograma ou
picogramas por quilograma. Esses avancos contribuem para o aumento do nimero de
aplicacdes em areas como a Medicina, Toxicologia, Biologia e Estudos Ambientais. No
entanto, a introducdo de amostras na forma de solugdo aquosa tanto para o chama, forno
de grafite ou plasma, pode ser problematica, além de limitante para técnicas
espectrométricas modernas. Embora uma determinacdo simultanea de varios elementos
possa ser feita de maneira rapida (< 1 min), o tratamento quimico de uma amostra sélida
para obtencdo de uma solucdo aquosa pode levar poucos minutos ou até alguns dias,
dependendo da complexidade da matriz (BARNES et al., 2014). Sendo assim, esta etapa
pode ser responsavel por 61% do tempo total necessario para andlise, assim como
representa 30% do erro esperado, considerando-se todas as etapas analiticas (ALEGRIA
et al., 2008).

Um procedimento ideal de tratamento quimico de uma amostra envolve
simplicidade, rapidez e utilizacdo de pequenos volumes de reagentes, permitindo, entdo,

a preparagdo de um grande nimero de amostras. Desse modo, a melhor maneira de se
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tratar a amostra para analise quimica vai depender de sua natureza, dos elementos
quimicos a serem determinados e suas respectivas concentragdes, do método de andlise
e da precisédo e exatiddo desejadas (ARRUDA; SANTELLI, 1997). Por exemplo,
Jung et al. (2005) realizaram facilmente a digestdo quimica de uma espécie da ordem
Araneae para determinacdo de elementos tracos por ICP-MS, utilizando tratamento
quimico aberto em chapa aquecedora com acido nitrico a 50%. Contudo, existe um
compéndio dedicado aos procedimentos de tratamento quimico de amostras para a
analise quimica (CLESCERI et al., 1998).

2.6.2.2 Espectrometria de Absorgdo Atdémica

Esta técnica parte do principio fundamental de realizar a medicao da absorcéo da
intensidade da radiacdo eletromagnética por atomos gasosos no estado fundamental.
Esse fenémeno é utilizado para a determinagdo quantitativa de elementos (metais, semi-
metais e alguns ndo metais) em uma ampla variedade de amostras como materiais
bioldgicos (tecidos e fluidos), matrizes ambientais (dguas, solos, sedimentos e plantas),
alimentos e materiais geologicos (WELZ; SPERLING, 1999).

O espectrdmetro é composto basicamente de uma fonte de radiacdo, de um
sistema de atomizagdo, de um conjunto monocromador e do detector (Figura 7). Nos
equipamentos mais antigos, sdo utilizados moduladores mecanicos (“chopper”) e nos
mais modernos a modulacgdo € feita eletronica e/ou mecanicamente. A atomizacao pode
ser feita em chama, em tubo aquecido acoplado a um gerador de hidretos, por meio da
geragdo de vapor a frio e, eletrotermicamente, em forno de grafite, por exemplo
(JACKSON, 1999).

Figura 7 — Diagrama de blocos de um espectrometro de absorgéo atbmica
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O atomizador é imprescindivel, pois, neste dispositivo, sdo gerados os atomos
gasosos no estado fundamental, que absorvem a radiacdo de comprimento de onda
caracteristico proveniente da fonte de radiacdo, e, consequentemente, possibilita a
determinacdo da concentracdo do analito (LAJUNEN, 1992). Os dois tipos de
atomizadores mais utilizados sdo a chama e o forno de grafite. A Espectrometria de
Absorcdo Atdmica por Chama (FAAS) ¢ a técnica mais indicada para anélise em niveis
de mgkg™, enquanto que a Espectrometria de Absorgdo Atdmica por Forno de Grafite
(GFAAS) é utilizada para determinacdo em escala de pgkg™ (KRUG et al., 2004).
Embora mais sensivel e versatil, a técnica GFAAS € susceptivel a alteracGes
instrumentais e operacionais como as varia¢ées na temperatura, na taxa de aquecimento
do tubo de grafite, no volume injetado de amostra, na radiacdo emitida da fonte, nos
modificadores de matriz e nas diluicdes (BUTCHER; SNEDDON, 1998).

As principais fontes de radiacdo para a excita¢do de elementos quimicoscapazes
de emitir radiacdo nas regides visivel e ultravioleta do espectro eletromagnético sdo as
lampadas de catodo oco (HCL - hollow-cathode lamp), as fontes de espectros continuos
e as lampadas de descarga sem eletrodos (EDL - Electrodeless Discharge Lamp)
(WELZ; SPERLING, 1999). As lampadas de catodo oco sdo construidas em um tubo de
vidro preenchido com gés inerte, com eletrodos posicionados em uma das extremidades
(Figura 8). O céatodo e confeccionado ou revestido com o proprio elemento quimico de
interesse, engquanto o anodo é constituido por um bastdo de zircdnio ou tungsténio. A
outra extremidade é selada com uma janela transparente ao comprimento de onda de
interesse, sendo geralmente confeccionada em quartzo (WELZ; SPERLING, 1999).

Pelo fluxo de gas comprimido, a solugdo da amostra € aspirada e expelida na
forma de goticulas dispersas em gas em uma camara de nebulizacdo. A funcdo do
nebulizador é formar um aerossol da solu¢do aquosa a ser analisada, que é constituido
por goticulas que entram numa cdmara de nebulizacdo e chegam ao queimador
arrastadas pelos gases combustivel e oxidante. O nebulizador normalmente € constituido
por aco inoxidavel, ou material inerte, acoplado a um queimador de titanio. Com
nebulizadores pneumaticos, a taxa de aspiracdo da solucdo da amostra varia de
4 a7 ml min™, contudo somente 5 a 10% da amostra sdo introduzidos na chama. A
evaporagdo do solvente das goticulas na chama é conhecida como dessolvatacéo,
produzindo-se um aerosol seco, ou seja, uma suspensdo de particulas sélidas do soluto
(LAJUNEN, 1992). A Figura 9 mostra um esquema de um espectrémetro de absor¢ao

atdbmica com chama e seus principais componentes (LAJUNEN, 1992).
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Figura 8 — Esquema de uma lampada de catodo oco
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Figura 9 — Funcionamento do espectrometro de absor¢do atdmica
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Fonte: Krug et al (2004).

No caso das variacBes de AAS conforme o tipo de atomizacdo, a técnica de
correcdo de radiacdo de fundo (“background”) tem aprimorado a qualidade dos

resultados obtidos (ROTHERY, 1988). Com isso, GFAAS, por exemplo, pode
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determinar quaisquer elementos quimicos e/ou substancias quimicas (sulfatos, por

exemplo) em diversas matrizes ambientais.

2.6.2.3 Espectrometria de Massas com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP - MS)

Esta técnica analitica instrumental permite a separacdo de espécies idnicas pela
razdo massa/carga, além de permitir a identificacdo de ions, compostos simples e
moléculas muito complexas. Também é possivel utiliza-la para analises qualitativas,
pois proporciona a identificacdo dos elementos quimicos por meio do espectro de
massas. Para analises quantitativas, 0 processo ocorre proporcionalmente a
concentracdo do elemento quimico a partir do estabelecimento de curvas analiticas. Esta
técnica é considerada bastante sensivel, podendo detectar analitos em nivel de pg/kg
(HOUK et al., 1980; GINE-ROSIAS, 1999). Devido ao seu potencial, ICP-MS é
bastante utilizada para analise de amostras ambientais (DATE; GRAY, 1989), com
aplicacdes significativas também nas areas de Geologia, Clinica Médica e Ciéncias dos
alimentos (Figura 10). Isto se deve aos baixos limites de deteccdo, possibilidade de
construcdo de curvas analiticas lineares para grandes faixas de concentragdo, réapida
determinacdo das razdes isotdpicas, utilizacdo de pequeno volume de amostra, baixa
emissdo de fundo (background) e a minimizacdo de muitos tipos de interferéncias
(GINE-ROSIAS, 1999), além da sua expressiva capacidade de determinacio de diversos

elementos quimicos quase que simultaneamente (DATE; GRAY, 1989).

Figura 10 — Percentual de utilizaco do ICP-MS nas diversas areas de aplicacédo
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Para a realizacdo das anélises quimicas por ICP-MS, a solucdo é injetada no
equipamento sob a forma de aerossol, que € produzido durante a passagem do liquido
por um nebulizador pneumético. Deste modo, o nebulizador proporciona uma fina
névoa da amostra, cuja cdmara de nebulizacdo seleciona uma pequena fracdo do aerosol,
que é conduzida para a camara central de plasma (Figura 11). O restante da amostra,
que se condensa no interior da cAmara, é descartado.

O plasma € originado por uma corrente de argbnio contido na chama.
Centralmente, esta localizada uma bobina de cobre arrefecida, na qual transita corrente
elétrica de altas frequéncia e poténcia. O intenso campo magnético criado pela corrente
elétrica permite a colisdo entre os elétrons livres e os tomos de argonio. fons e elétrons
sdo produzidos até a formacdo de um plasma estavel com alta temperatura (~9000 K)
(SKOOG, 2002; BECKER et al., 2006; PENICAUT et al., 2006).

Figura 11 — Detalhes da cdAmara de nebulizac¢do do ICP-MS
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Uma interface acopla a tocha de ICP ao espectrometro de massa (analisador). O
feixe de ions formado no plasma é extraido desta regido por uma diferenca de presséo e
langcado para a regido de alto vacuo. O plasma gasoso atravessa o0 cone de amostragem
(Imm), para uma regido de pré-vacuo. Neste local, ocorre uma rapida expansdo do gas,
que resulta no seu resfriamento. Da mesma forma, uma fracdo deste gas passa através

do pequeno orificio de um segundo cone denominado “skimmer” (Figura 12) e, em
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seguida, para uma camara mantida a pressdo proxima ao vacuo do espectrometro de
massa (10 bar). Nesta cAmara, 0s fons positivos sdo separados dos elétrons e das
espécies moleculares por um potencial negativo, acelerados e focalizados por uma lente
magnética de ions, seguindo, entdo, para o orificio de entrada de um analisador de
massa quadrupolar (SKOOG, 2002).

Figura 12 - Componentes do ICP-MS
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Fonte: Adaptado de Radboud University (2014)

O analisador quadrupolar da Figura 12 é composto basicamente por quatro
hastes condutoras paralelas mantidas numa configuracdo duas a duas. A seletividade do
filtro quadrupolar é estabelecida por meio da variacdo das magnitudes das voltagens de
corrente alternada (CA) e corrente continua (CC), simultaneamente. A razdo entre as
voltagens deve ser mantida constante para cada par de hastes. A variagdo das voltagens
provoca um movimento oscilatorio complexo do feixe de ions, que é direcionado para o
detector (SKOOG, 2002).
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Na cadmara final esta localizado o detector (Figura 12), o qual é responsavel pela
contagem e armazenamento dos sinais emitidos pelo espectrometro a partir da geragéo
de espectro que representa qualitativamente a amostra. A amplitude dos picos gerados
no espectro é diretamente proporcional a concentragdo dos elementos quimicos de
interesse da amostra. A analise quantitativa € realizada por meio da comparacéo entre a
intensidade do sinal gerado do analito de interesse e a intensidade dos sinais gerados
pelos padrdes utilizados na curva analitica (MAKISHIMA et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa cientifica envolveu a definigdo de metodologia adequada
para a obtengdo de concentragdes naturais de elementos quimicos em insetos coletados
no Refugio Ecoldgico Charles Darwin. Para a avaliacdo qualitativa, foram estudados os
tratamentos quimicos fraco, | e Il, baseado na qualidade da solucdo da amostra apds
utilizacdo do &cido/mistura &cida. Apds isso, a avaliacdo quantitativa seguiu com a
determinacdo de elementos quimicos nas amostras compostas e materiais de referéncia
submetidos ao tratamento quimico de melhor desempenho para a consolidacdo do
método de preparacdo quimica das amostras. Apos a definicdo do tratamento quimico

adequado, foi realizada a analise quimica.
3.1 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

O Reflgio Ecologico Charles Darwin possui 60 ha e esta localizado no Estado
de Pernambuco, no municipio de Ilgarassu (coordenadas geogréaficas: latitude
7°48'51.34"S; longitude 34°57'13.31"W) (Figura 13). A vegetacdo é tipica da Zona da
Mata Pernambucana (SANTIAGO; BARROS, 2003). O clima do local é tropical quente
e Umido, com chuvas de outono/inverno, ou seja, do tipo As’ na classificacdo climatica
de Kdppen. A temperatura média anual é 25° C e a pluviosidade média anual esta em

torno de 2.000 mm.
3.2 AMOSTRAGEM

Nesta secdo serdo apresentados os procedimentos e materiais utilizados nas
coletas dos insetos, tanto da amostra composta para determinacdo do procedimento de
tratamento quimico, quanto para as aliquotas utilizadas para o estabelecimento das
concentragfes naturais de elementos quimicos em insetos, assim como a época em que
foram realizadas e o local onde as unidades amostrais foram instaladas dentro do

Refugio Ecoldgico Charles Darwin.
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Figura 13 — Localizacédo do Refugio Ecolégico Charles Darwin. A. Municipio de lgarassu,
Pernambuco, Brasil. B. Detalhe da unidade de conservacéo, indicando os locais de coleta
de invertebrados

Brasil Est_a\do de Pernambuco

Refugio C‘hérleg Darwin

4 .

Igarassu

Oceano Atlantico

REFUGIO ECOLOGICO CHARLES DARWIN

v

Locais de coleta

6

Fonte: Adaptada do Google Earth.
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3.2.1 Amostra composta para definicdo do tratamento quimico

Em dezembro de 2013, foram instaladas 18 armadilhas do tipo “pitfall”
(AQUINO et al., 2006) em seis unidades amostrais (Figura 13), com espagamento de
20 m, distribuidas nas margens do Rio Jococa. As armadilhas foram mantidas em
campo por um periodo de 24 horas, empregando diferentes tipos de iscas (mel, laranja e
sardinha) para atrair espécies de insetos de diferentes habitos alimentares (Figura 14).
Pequena quantidade de solucdo contendo detergente Extran (Merck) a 5% e agua

destilada foram utilizadas para conter os insetos dentro das armadilhas.

3.2.2 Amostras compostas para a determinacdo das concentragdes naturais de

elementos quimicos

Foram instaladas 18 armadilhas do tipo "pitfall" em seis unidades amostrais
(Figura 13), com espacamento de 20 m, distribuidas nas margens do Rio Jococa, que
corta toda a extensdo da reserva (AQUINO et al., 2006). As armadilhas permaneceram
no local por um periodo de 72 horas, sendo visitadas a cada 12 horas para manutengao
das armadilhas e troca das iscas. A coleta ocorreu em Maio de 2014, empregando
novamente diferentes tipos de iscas (Figura 14). Solucdo contendo detergente Extran

(Merck) a 5% foi utilizada para conter os invertebrados dentro das armadilhas.

Figura 14 — Detalhes das armadilhas tipo “pitfall” utilizadas na coleta

Mel
Isca { Laranja
Sardinha

> Agua +
Extran 5%

Fonte: Fonseca (2010).
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3.3 AVALIACAO QUALITATIVA DE TRATAMENTOS QUIMICOS PARA A
ANALISE QUIMICA DEINSETOS

Nesta secdo, serdo abordados os procedimentos propostos para tratamento

quimicos de insetos, avaliacdo e escolha do método mais adequado.
3.3.1 Preparacao das amostras

Os individuos foram lavados com agua destilada para a retirada de material
exogeno e, em seguida, separados e identificados em nivel de ordem com auxilio de
lupa, utilizando atributos caracteristicos das principais ordens de insetos. Amostra
composta dos insetos coletados (de forma a conseguir massa razoavel para os testes) foi
congelada, e em seguida, liofilizada até peso constante (aproximadamente 48 horas).
Apos a liofilizagdo, a amostra foi cominuida com pistilo e almofariz de vidro para evitar
contaminacdo com elementos quimicos, até a obtencdo de particulas de tamanho inferior
a 0,5 mm. Foram amostrados cerca de 820 insetos das ordens Hymenoptera, Diptera,
Coleoptera, Orthoptera e Blattodea para a realizacdo do estudo de tratamento quimico

de amostras.
3.3.2 Escolha do melhor método

A presenca de solidos em suspensdo apOs o tratamento quimico das
porcdes-teste foi utilizada como pardmetro para avaliagdo da qualidade de resultados
dos tratamentos quimicos. Além da amostra composta de insetos (Secdo 3.1), foram
utilizadas porcGes-teste (com massa variando de 0,05 g a 0,5 g) dos materiais de
referéncia SRM 1515 Apple Leaves, produzido pelo National Institute of Standards and
Technology - NIST, IAEA 336 Lichen e IAEA V-10 Hay Powder, produzidos pela
International Atomic Energy Agency — IAEA. Esses materiais foram empregados por
apresentarem a maior parte das concentracdes dos elementos quimicos de interesse
certificada dada a ndo existéncia de material especifico para insetos disponivel no
mercado. A utilizacdo de diversos materiais de referéncia foi a solugdo encontrada para
simular a complexidade da matriz de interesse.

O tratamento quimico das amostras foi a fase mais dispendiosa e que demandou
as maiores atencbes dentre todas as etapas da presente pesquisa cientifica. Ao
considerar a complexidade das amostras compostas do material coletado a ser analisado

e a caréncia de procedimentos-padréo, testou-se :
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- Tratamento quimico fraco (HNOs; - 50%), modificado a partir do
procedimento utilizado por Jung et al., (2005);

- Tratamento quimico | (HNOg3 - 65% p.a.) (adaptado de LCA - Universidade
de Aveiro, 2014);

- Tratamento quimico Il (HNOg3- 65% p.a. + H,0, - 35%) (adaptado de LCA
- Universidade de Aveiro, 2014).

As decomposicOes foram realizadas, em chapa aquecedora (Tecnal) em capela
de fluxo laminar (classe 100), e também em ultrassom (Thornton) como aceleradores do
processo de tratamento quimico (Figura 15). Ambos os métodos, chapa aquecedora e
ultrassom, produzird resultados confidveis, contudo a utilizacdo do ultrassom pode

promover menor perda por volatilizagéo.

Figura 15 — Fluxograma de procedimento experimental para avaliacao qualitativa

/// Amostra Composta de Insetos
\\ Material de Referéncia
Tratamento Fraco Tratamento | Tratamento 11
Chapa |Ultrassom Chapa Ultrassom Chapa |Ultrassom

Fonte: O Autor
3.3.2.1 Tratamento quimico fraco

O procedimento foi realizado de acordo com o procedimento descrito em
Jung etal. (2005), com a realizacdo de digestdo também em ultrassom. Foram
transferidos 0,5 g de amostra composta das ordens de insetos e de materiais de
referéncia para recipientes descontaminados a partir de procedimento de limpeza do
SEAMB/CRCN-NE, seguindo-se pela:

a) Adicdo de 10 ml de HNO3a 50%;
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b) Aquecimento em chapa aquecedora até a temperatura de 80° C em capela de
fluxo laminar (porcéo-teste 1). Banho de ultrassom na poténcia de 1800 W
(porcéao-teste 2);

c) Apobs a estabilizacdo da temperatura, a amostra permaneceu no banho de
ultrassom ligado ou na chapa aquecedora por 3 horas;

d) Repouso em capela de fluxo laminar até equilibrio térmico,

e) Transferéncia para baldo volumétrico e adigdo de agua ultrapura (Milli-Q

Element) até o volume de 20 ml de solucéo.
3.3.2.2 Tratamento quimico |

Este procedimento € bastante semelhante ao processo utilizado por
Jung et al. (2005), contudo com maior concentragdo do &cido utilizado e com a adigdo
de uma etapa de pré-tratamento por um periodo de 24 horas. Neste procedimento,
utilizou-se de porcdes de 0,1 g de amostras compostas de insetos e de materiais de
referéncia para simular a massa esperada de amostras futuras a serem analisadas. A
concentracdo do acido utilizado (acido p.a. ~65% ultrapuro) foi mais alta do que o
tratamento anterior, tornando o0 processo mais agressivo.

Foi utilizado procedimento adaptado do LCA - Universidade de Aveiro (2014)
para amostras de tecidos vegetais, de laboratério acreditado na
NP EN ISO/IEC 17025:2005, seguindo-se as etapas abaixo:

a) Pesagem das amostras e transferéncia para tubo de ensaio;

b) Adicdo de 3 mL de HNOj p.a. ultra puro destilado (~65%) para cada
100 mg de amostra;

c) Repouso durante 24 horas em capela de fluxo laminar;

d) Movimentacdo da solucdo manualmente para evitar a adesdo da particula
as paredes;

e) Aquecimento no banho de ultrassom de 1800W de poténcia.
Aquecimento em chapa aquecedora até 80°C;

f) Apos estabilizagdo de temperatura, permanéncia da amostra no banho de
ultrassom ou na chapa aquecedora;

g) Repouso em capela de fluxo laminar até atingir equilibrio térmico a
temperatura ambiente (25°C);

h) Adicdo de agua ultrapura (Milli-Q) até o volume de 30 ml de solucéo.
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3.3.2.3 Tratamento quimico Il

Este procedimento foi diferenciado do anterior pela adicdo de perdxido de
hidrogénio — H,0, pa. (35%), que atuou como facilitador da decomposicdo das
moléculas organicas, evitando, com isso, a associacdo com elementos quimicos de
interesse. Primeiramente, foram utilizadas porcdes-teste de aproximadamente 0,05 g dos
materiais de referéncia SRM 1515 e IAEA V-10 e IAEA 336, além de porcoes
analiticas de 0,1 g de amostra composta de insetos terrestres.

Este estudo seguiu o procedimento adaptado a partir do LCA - Universidade de
Aveiro (2014) para amostras de tecidos animais. Assim como ocorreu para o tratamento
quimico descrito nas Secdes 3.3.2.1 e 3.3.2.2, banho de ultrassom e chapa aquecedora
foram utilizados para acelerar o processo de decomposicdo das amostras:

a) Pesagem de amostras independentes para ultrassom e chapa aquecedora e

transferéncia para tubo de ensaio;

b) Adicdo de 2 mL de HNOj3 p.a. ultra puro (~65%) destilado para cada 100 mg
de amostra;

c) Repouso durante 24 horas em capela de fluxo laminar;

d) Movimentacdo da solucdo para evitar a adesdo das particulas as paredes;

e) Aguecimento no banho de ultrassom ou chapa aquecedora até 80°C;

f) Apos estabilizacdo de temperatura, porcdes-teste de cada amostra e material
de referéncia permaneceram durante 1 hora no banho de ultrassom, enquanto
outras porcBes foram submetidas a alta temperatura em chapa aquecedora
por 1 hora;

g) Repouso em capela de fluxo laminar até atingir equilibrio térmico a
temperatura ambiente;

h) Adicdo de 0,2 mL de peroxido de hidrogénio para cada 100 mg de amostra;

i) Aquecimento no banho de ultrassom e chapa aquecedora até 80°C;

J) Apbs estabilizacdo de temperatura, permanéncia durante 1 hora no banho de
ultrassom e na chapa aquecedora;

k) Adicdo de 0,2 mL de perdxido de hidrogénio para cada 100 mg de amostra e

repeticdo do processo no banho de ultrassom e na chapa aquecedora;
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I) Adicdo de agua ultrapura (Milli-Q) até o volume de 30 ml de solucdo.

3.4 AVALIACAO QUANTITATIVA DO PROCEDIMENTO DE TRATAMENTO
QuUIMICO 11

Ap0s a escolha do melhor tratamento quimico por meio da analise qualitativa,
tornou-se necessaria a avaliagdo quantitativa (Figura 16), utilizando como indicador da
qualidade dos resultados a comparagdo entre os valores obtidos e certificados dos
materiais de referéncia. Para isso, utilizou-se de FAAS e GFAAS para a analise quimica
(Figura 16).

Figura 16 - Procedimento experimental para avaliagdo quantitativa

/Amostra Composta /" Materiais de
"\\ de Inseto // ‘\\ Referéncia ] 4

Tratamento |l - Ultrasom

Cu e Pb - GFAAS

Analise Quimica
Fe e Zn - FAAS

Fonte: O Autor

3.4.1 Preparacao das amostras

Ap0s serem submetidas aos procedimentos descritos na secdo 3.3.1, as amostras
(composta e materiais de referéncia) foram submetidas ao processo de tratamento
quimico Il em banho de ultrassom, visto que este procedimento apresentou os melhores
resultados na avaliacdo qualitativa. Com isso, poupou-se tempo de analise e gases para a

realizacdo do presente estudo de tratamento quimico de amostras.
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3.4.2 Andlises quimicas

Juntamente com as amostras compostas de insetos (massa = 0,1 g), por¢des-teste
com massa variando de 0,05 g a 0,5 g dos materiais de referéncia IAEA 336 Trace and
Minor Elements in Lichen e o IAEA V-10 Hay Powder, produzidos pela Agéncia
Internacional de Energia Atdmica — IAEA, e 0 SRM 1515 Apple Leaves, produzido
pelo National Institute of Standards and Technology — NIST, foram analisadas por
FAAS e GFAAS.

Apds a preparacdo quimica conforme Secdo 3.3.2.3, a quantificacdo de Cu, Fe,
Pb e Zn foi realizada conforme as condi¢des analiticas constantes da Tabela 3 (FAAS) e
Tabela 4 (GFAAS), respectivamente. Elementos quimicos relevantes para a pesquisa
foram selecionados de acordo com a disponibilidade de insumos (gases analiticos) e a

rapidez da analise durante a realizacdo do projeto.

Tabela 3 — Condic¢des analiticas para a determinacdo de Fe e Zn por FAAS

Fe Zn
Corrente (mA) 5 4
Comprimento de onda (nm) 248,3 213,9
Diametro da janela (nm) 0,2 0,2

Gas combustivel/Oxidante  Acetileno/ar Acetileno/ar

Fonte: O Autor

Tabela 4 - Pardmetros utilizados nas analises quimicas por GFAAS

] Comprimento Amostra Temperatura
Analito
de onda (nm) (uL) (°C)
Cu 324,8 7 2300
Pb 283,3 10 2100

Fonte: O Autor
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3.4.3 Analise dos resultados

Pela aplicagdo de ferramentas estatisticas, foram determinadas as incertezas
analiticas relacionadas com a analise e comprovou-se a qualidade do procedimento

analitico por meio do NUmero E.
3.4.3.1 Incerteza analitica

Para a estimativa de incerteza analitica dos resultados obtidos pelas
diversas técnicas analiticas empregadas, foram combinadas as incertezas individuais
relativas a precisdo (repeticdes analiticas) e a exatiddo (desvio com relacdo aos
materiais de referéncia analisados) conforme o EURACHEM / CITAC Guide CG
(ELLISON; WILLIAMS, 2012). As incertezas analiticas foram expandidas em nivel de
95% de confianca (k=2).

3.4.3.2 NUimero E,

Para validacdo do procedimento analitico para o tratamento quimico, utilizou-se
do ndmero E, que é definido como a diferenca entre o valor obtido na analise da
amostra e o valor certificado, dividido pela raiz quadrada da soma quadratica das
incertezas analiticas expandidas conforme a Equacdo 1. Em nivel de confianca de 95%,
a faixa adequada para os resultados dos materiais de referéncia deve esta entre -1 e 1,
conforme recomendagéo da ISO 13528 (2005).

E — Xobs - Xref
" U2 4 2 (1)
obs + ref
em que,
Xops = valor observado
Xre = valor de certificado para o material de referéncia
Uyps = incerteza analitica expandida em nivel de 95% de confianga para o valor
obtido do material de referéncia
Uref =  incerteza analitica expandida em nivel de 95% de confianca do valor

certificado para cada material de referéncia
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3.5 CONCENTRACOES NATURAIS DE ELEMENTOS QUIMICOS EM INSETOS

Nesta secdo serdo abordados os procedimentos que foram utilizados para
preparar as amostras, realizar as analises quimicas, aplicar ferramentas estatisticas para

tratamento dos dados e concentracfes naturais de elementos quimicos em insetos.
3.5.1 Preparacao de amostras

Ap0s a definicdo do tratamento quimico Il como o mais adequado para anélise
quimica de amostras de insetos, foi realizada a determinacdo das concentra¢fes naturais
de elementos quimicos em insetos a partir de amostras coletadas no Refugio Ecologico
Charles Darwin (vide Secdo 3.1).

Foram obtidos mais de 6.000 insetos das ordens Hymenoptera, Diptera,
Coleoptera, Orthoptera e Blattodea. Os individuos foram lavados com &gua destilada
para a retirada de material exdgeno e, em seguida, separados em nivel de ordem com
auxilio de lupa. Para isso, foram utilizados atributos caracteristicos das principais
ordens de insetos. Amostras de individuos da mesma ordem foram congeladas (-4 °C) e,
por conseguinte, liofilizadas até peso constante (aproximadamente 48 horas). Apds a
liofilizacdo, as amostras foram cominuidas com pistilo e almofariz de vidro para evitar
contaminacdo com elementos quimicos até a obtencdo de particulas de tamanho de
aproximadamente 0,5 mm. Técnicas estatisticas apropriadas foram utilizadas para o
estabelecimento de padrdes de referéncia para estudos ambientais utilizando insetos
terrestres.

PorcGes de amostras de insetos (massa de 0,10 g a 0,50 g), juntamente com
porcdes analiticas dos materiais de referéncia IAEA 336 Lichen (massa: 0,1 g) e RM
8414 Bovine Muscle Powder (massa: 0,5 g), foram encaminhadas para analise por
GFAAS e ICP-MS para a quantificacdo de elementos quimicos. Brancos analiticos
(n=10) também foram preparados juntamente com as amostras e materiais de
referéncia. O procedimento de tratamento quimico utilizado esta detalhado na Secao
3.2.1.3. Porgdes analiticas independentes de 0,5 g foram utilizadas para a determinagéo
de umidade a partir dos procedimentos descritos nos respectivos certificados de analise

dos materiais de referéncia utilizados. Os resultados foram expressos em peso seco.
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3.5.2 Analises quimicas

Para a determinacdo das concentracdes naturais de elementos quimicos foram
utilizadas trés técnicas analiticas, uma ndo destrutiva, a Fluorescéncia de Raios-X por
Energia Dispersiva (EDXRF) e duas técnicas destrutivas, a Espectrometria de Absorcao
Atdmica por Forno de Grafite (GFAAS) e a Espectrometria de Massas com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-MS). A metodologia utilizada neste procedimento sera
apresentada nesta secéo.

3.5.2.1 EDXRF

Para realizar a quantificacdo dos elementos quimicos, foi utilizado o
equipamento EDX-720 da Shimadzu (Figura 17). As amostras foram transferidas para
tubos de polietileno cobertos por filme de polipropileno especifico para a analise. Para o
controle da qualidade do procedimento analitico, por¢des dos materiais de referéncia
SRM 2976 Freeze-Dried Mussel Tissue (Trace Elements & Methylmercury) e RM 8415
Whole Egg Powder, produzidos pelo National Institute of Standard and Technology —

NIST foram analisadas juntamente com as amostras.

Figura 17 - Equipamento EDX-720 da Shimadzu

Fonte O Autor

Antes das analises, foi realizada a verificacdo de calibracdo em energia e
resolucdo do equipamento a partir do padrdo A-750, fornecido pelo fabricante. Para
verificagdo do procedimento anterior, utilizou-se do padrdo SUS também fornecido pela
Shimadzu. Apo6s as verificaces, dados de intensidade para o branco analitico foram
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armazenados no programa de computador EDX da Shimadzu, utilizado nos calculos das
concentragdes de elementos quimicos. Todas as analises foram realizadas em triplicata,
na atmosfera vacuo, com tempo de contagem de 100 segundos para o S e de 14 minutos
para os demais elementos quimicos. Foi utilizada voltagem de 15 kV para a
determinacdo dos elementos quimicos de numero atbmico menor que 22 e de 50 kV
para os demais elementos quimicos (Tabela 5). As curvas analiticas utilizadas foram
obtidas previamente utilizando diversos materiais de referéncia de matriz bioldgica

conforme Sousa et al. (2013).

Tabela 5 - Caracteristicas especificas para determinacgao de cada elemento quimico

por EDXRF
) . Corrente Energia do ]
Analito Tenséo (kV) . ] Filtro
elétrica (WA)  fotopico (keV)

Leves Cl 15 1000 2,62 Aluminio
15 100 2,01 Nenhum
S 15 1000 2,31 Nenhum

Pesados Fe 50 80 6,40 Titanio

Zn 50 635 8,64 Prata

Fonte: O Autor

3.5.2.2 GFAAS

As concentragdes dos elementos quimicos foram determinadas em
espectrometro Varian AAS 240 ZEEMAN com forno de grafite GTA 120. As curvas
analiticas foram obtidas, empregando-se solucdes-padrdo (Merck) de concentracdes
conhecidas para cada elemento quimico a ser analisado. Todos 0s reagentes empregados
foram de alto grau de pureza, sendo que, ainda, os acidos foram destilados para menor
contaminagdo com elementos quimicos durante o processo de tratamento quimico. Para

a realizacdo das andlises, foram utilizadas as condi¢des apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Parametros utilizados nas analises por GFAAS

] Comprimento o ) Amostra Temperatura
Analito Modificador de matriz
de onda (nm) (L) (°C)
Acido ascorbico;
As 193,7 18 2600
solucgéo de Pd
Cu 3248 - 7 2300
Fe 279,5 - 8 2300
Pb 283,3 - 10 2100
Zn 307,6 - 12 1900

Fonte: O Autor.
3.5.2.3 ICP-MS

As mesmas solucdes foram analisadas por ICP-MS para a quantificacdo de Cd,
Mo, Sb e Th nas amostras de insetos, materiais de referéncia e brancos analiticos. Para
determinacdo da configuracdo do equipamento NexION 300 da PerkinElmer,
empregou-se solucdo contendo 1 pgL™ de Be, Ce, Fe, In, Li, Mg, Pb e U. Tal
procedimento referiu-se aos parametros: poténcia, fluxo do gas de nebulizacéo, fluxo do
gas auxiliar, fluxo do gas refrigerante, temperatura de resfriamento, temperatura de
aquecimento, potencial de viés do quadrupolo, voltagem do multiplicador, fluxo do gas
hélio e tempo de retencdo (Tabela 7). Concomitantemente, o equipamento realizou
automaticamente a verificacdo da razdo CeO/Ce, cujo valor ndo deve ultrapassar 2,5%.
Caso este parametro ndo tenha sido aprovado, foi realizada novamente ajuste de
configuragBes relacionadas com a nebulizagdo e o vacuo durante as andlises. O
equipamento foi calibrado empregando-se solugdes-padrao (Merck) multielementares

de concentragdes conhecidas para cada elemento quimico a ser analisado (Tabela 8).



57

Tabela 7 - Condicdes operacionais do ICP-MS

Parametros Valores
Nebulizer gas flow 1,095 L min™
Auxiliary gas flow 1,20 L min™*

Plasma gas flow 18,00 L min™

ICP RF Power 1470 W

Analog stage voltage -1642 vV

Pulse stage voltage 848V
Sweeps/reading 60
Readings/replicates 1
Replicates 3

Detector Analog

Scanning mode

Peak hopping

Fonte O Autor.

Tabela 8 - Analitos analisados por ICP-MS

) . Abundancia Possiveis
Analito Is6topo ) o
(%) interferéncias
Cd-111 12,86 -
Cd
Cd-113 12,34 In-113
Mo-92 15,05 Zr-92
Mo
Mo-98 24,00 Ru-98
Sh Sh-121 57,25 -
Th Th-232 100,0 -

3.5.3 Analise dos resultados

Fonte: Perkin Elmer (2015).

Para analise dos resultados foi estimada da incerteza analitica dos dados obtidos

pelas diversas técnicas analiticas empregadas, foi realizado o procedimento conforme

Secdo 3.4.2.1.

3.5.3.1 Qualidade do procedimento analitico

Para avaliagdo da qualidade do procedimento analitico, utilizou-se do numero

E,, conforme a Secdo 3.4.3.2. A faixa adequada para os resultados dos materiais de

referéncia foi entre -1 e 1, indicando controle de qualidade em nivel de 95% de

confianca (1SO 13528:2005).
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3.5.3.2 Andlise multivariada

Apb6s a padronizagdo das varidveis (elementos quimicos) e verificagdo da
normalidade, matriz de gréfico de dispersdo foi obtida a partir do programa de
computador STATISTICA (STATSOFT, 2004). Elipses de predicdo em nivel de 95%
de confianca foram construidas para averiguar a distribuicdo normal bivariada e a

presenca de pontos fora de controle (“outliers”).
3.5.3.3 Inferéncia Bayesiana

Inferéncia bayesiana foi empregada para o calculo das regides de alta densidade
de probabilidade (Regibes HPD em nivel de 95% de confian¢a), utilizando-se das
distribuicGes marginais a posteriori para a média (Distribuicdo t de Student) e a
variancia (Distribuicdo Qui-Quadrado Invertida) das concentragdes naturais dos
elementos quimicos determinados nos insetos do Refugio Charles Darwin. Os detalhes
algébricos podem ser consultados em Paulino et al. (2003). A razdo pratica para esse
tipo de célculo é possibilidade de inferéncia direta da flutuacdo dos pardmetros média e
variancia para futuras amostragens, possibilitando maior credibilidade na determinagéo

de padrdes de referéncia para estudos ambientais envolvendo insetos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos para a determinagdo do

procedimento de tratamento quimico, e os de concentra¢fes naturais para insetos.

4.1 AVALIACAO QUALITATIVA DE TRATAMENTOS QUIMICOS PARA A
ANALISE DE INSETOS

A seguir serdo apresentados os resultados das andlises qualitativas realizadas
com base nos procedimentos propostos.

4.1.1 Tratamento quimico fraco

A duracdo do tratamento quimico foi 5 horas, tendo como resultado as
suspensdes da Figura 18, obtidas a partir do tratamento quimico fraco em banho de
ultrassom. ApOs avaliacdo qualitativa destas amostras, notou-se a presenca de uma
solucdo bastante heterogénea devido a quantidade expressiva de sélidos em suspensao.
Resultado também bastante semelhante foi obtido para este mesmo procedimento
empregando-se a chapa aquecedora. Naturalmente, este tipo de tratamento néo
promoveu a decomposicdo esperada para as amostras da Classe Insecta.
Consequentemente, observou-se a necessidade de aumentar a agressividade do

tratamento quimico.

Figura 18 - Detalhe da presenca de s6lidos em suspensdo na amostra decomposta
por tratamento quimico fraco em banho de ultrassom

Fonte: O Autor.
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4.1.2 Tratamento quimico |

Esse tratamento durou um total de 26 horas, porém, os resultados também foram
insatisfatorios, pois a solucdo apresentou solidos em suspensdo semelhantes aos
apresentados na Figura 18.

O material em suspensdo foi identificado como aglomerados orgénicos bastante
semelhantes a &cidos graxos, que podem interferir substancialmente nos resultados
quantitativos dos elementos quimicos. A presenca da matéria organica pode
comprometer a determinacdo de elementos quimicos por meio da formacdo de
complexos metélicos estaveis e inertes a deteccdo, reduzindo, assim, a sensibilidade da
medicéo e provocando o aparecimento de sinais interferentes (VAN DEN BERG, 1988).
Diante dos resultados encontrados, foi evidenciada a necessidade de reagentes que
atuassem diretamente nesta categoria de substancias, melhorando os resultados do

tratamento quimico das amostras de insetos e de materiais de referencia certificados.
4.1.3 Tratamento quimico Il

Com a adicdo das etapas do peréxido de hidrogénio, o procedimento total durou
28 horas. A Figura 19 apresenta os resultados obtidos para o tratamento quimico Il para
a amostra composta de insetos e os materiais de referéncia, apresentando solucGes de
amostras com quantidades significativamente menores de s6lidos em suspensdo. Ao
contrario dos resultados das SecBes 4.1.1 e 4.1.2, pbdde-se observar melhor
decomposicdo das amostras que foram tratadas por meio do banho de ultrassom em
compara¢do a chapa aquecedora. Assim, optou-se por detalhamento apenas dos
resultados obtidos por meio do banho em ultrassom.

A partir da adicdo do perdxido de hidrogénio ao processo, ocorreu melhor
decomposicdo das amostras, obtendo-se solugdo com homogeneidade apropriada e
pequena concentracdo de sélidos em suspensao. De fato, o peroxido de hidrogénio é um
dos oxidantes mais versateis com acdo superior ao cloro, didéxido de cloro e
permanganato de potassio. Dentre os oxidantes mais poderosos de acordo com 0s seus
respectivos potenciais padrdo (maximo de 5,0), tem-se o fluor (3,0), o radical hidroxila
(2,8), 0 0zbnio (2,1), o perdxido de hidrogénio (1,8), o permanganato de potassio (1,7),
0 dioxido de cloro (1,5) e o cloro (1,4) conforme descreve Everse etal. (1991).

Sodré et al. (2004) obteve 95% na emisséo de carbono em trés minutos ao utilizar H,0,
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para tratar o &cido hamico. Ja o procedimento sem adicdo do reagente, necessitou de

15 minutos para alcancar os mesmos resultados (SODRE et al., 2004).

Figura 19 - Amostras de insetos solubilizadas por meio do tratamento quimico Il
em banho de ultrassom, antes da filtracéo
. :

Fonte: O Autor.

Vale ressaltar que, mesmo com a adigdo de perdxido de hidrogénio, houve
necessidade de filtragdo das amostras, pois, assim, garantiu-se a inexisténcia de
particulas minusculas precipitadas, que poderiam obstruir os capilares utilizados para

introduzir as solug¢@es nos equipamentos de anélise.
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4.2 AVALIACAO QUANTITATIVA DE TRATAMENTOS QUIMICOS PARA A
ANALISE DE INSETOS

Nesta secdo, sdo apresentados os resultados de concentragdes de elementos
quimicos obtidos para os materiais de referéncia SRM 1515 - Apple Leaves, IAEA V-
10 Hay Powder e IAEA 336 Lichen para a consolidacdo do tratamento 1l como método
de preparacdo quimica de amostras de insetos. Também foram compilados resultados
para a amostra composta de insetos.

4.2.1 Resultados das concentracdes de elementos quimicos de

materiais de referéncia

Serdo apresentados os resultados das concentragfes obtidas nos materiais de
referéncia para cada analito determinado, e por meio dos valores certificados foi

avaliada a qualidade do procedimento analitico.
4.2.1.1 SRM 1515

A Tabela 9 mostra os valores obtidos e certificados de Cu (FAAS), Fe (FAAS) e
Pb (GFAAS) para o material de referéncia certificado SRM 1515, assim como 0s
valores do NUmero E, de modo a avaliar a qualidade do procedimento de tratamento

quimico das amostras.

Tabela 9 - Valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas analiticas
expandidas em nivel de 95% de confianca para o material de referéncia SRM 1515

Valor obtido* Valor certificado e

Analito (mg/kg) (ma/kg) "
Média DP Média DP

Cu 64 £ 09 564 + 0,24 0,7

Fe 92 + 9 83 + 5 0,9

Pb <0,5 0,470 + 0,024 -

* numero de repeti¢des = 2
DP = Desvio padrédo
Fonte: O Autor.
Para o SRM 1515, o valor obtido para cobre foi 6,4 mg/kg com incerteza de
0,9 mg/kg, estando, assim, no intervalo aceitavel, conforme o valor certificado. Tal

informacdo é corroborada com o Numero E,, cujo valor de 0,7 esteve no intervalo de -1
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e +1, indicando controle de qualidade em nivel de 95% de confianca. O mesmo
resultado foi obtido para Fe, cujo valor de E, foi 0,9. J& para o chumbo o valor
certificado de 0,47 mg/kg, esteve abaixo da concentragdo minima detectavel de
0,5 mg/kg da técnica GFAAS (Tabela 9).

4.2.1.2 IAEA V-10

A Tabela 10 mostra os valores obtidos e certificados de Cu (FAAS), Fe (FAAS)
e Pb (GFAAS) para o material de referéncia IAEA V-10, assim como os valores do
Numero E, de modo a avaliar a qualidade do procedimento de tratamento quimico das

amostras.

Tabela 10 - Valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas analiticas
expandidas em nivel de 95% de confianca para o material de referéncia IAEA V-10

Valor obtido* Valor certificado
Analito (mg/ko) (mg/ko) En
Média Intervalo Média Intervalo
95% 95%
Cu 10,8 9,2-12,3 9,4 8,8-9,7 0,8
Fe 141 114 - 169 186 177 - 190 -1,6
Pb 1,3 11-14 1,6 0,8-1,9 -0,6

* numero de repeticdes = 2
Fonte: O Autor

Resultados satisfatorios para o material IAEA V-10 também foram alcancados
em comparacao aos valores certificados para Cu e Pb, cujos numeros E, foram 0,8 e
-0,6 respectivamente (Tabela 10). Considerando o elemento quimico Fe, obteve-se valor
de 141 mg/kg com variacdo de 114 mg/kg a 169 mg/kg, que ndo pdde ser considerado
estatisticamente igual, em nivel de 95% de confianca, ao valor certificado de
186 mg/kg, pois os valores esperados estdo no intervalo de 177 mg/kg e 190 mg/kg. O
valor do nimero E, de -1,6 corroborou a dificuldade da determinacdo de Fe neste
material de referéncia.

Um dos fatores que podem ser discutidos para o problema na determinagédo de
Fe esta relacionado com a lampada de catodo oco utilizada na FAAS, que possivelmente
ndo deveria estar operando em suas condi¢des otimizadas no momento da anélise.
Segundo Skoog et al. (2002), a medida que a lampada vai sendo utilizada, é necessario

empregar um aumento de sua corrente elétrica, de modo a produzir uma mesma
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intensidade. Mesmo com o aumento da corrente, hd limitacdo para o aumento da
intensidade da lampada, ou seja, valores de absorbancia podem ser obtidos abaixo dos
verdadeiros.

Outra hipotese plausivel seria que, ao utilizar-se a massa de 0,05 g do material
de referéncia ao invés do valor minimo sugerido de 0,1 g para andlise, ocasionar-se-ia
um incremento das incertezas analiticas obtidas. Contudo, esta reducdo na por¢do
analitica do material de referéncia foi realizada de forma a tentar reproduzir as
condi¢des analiticas mais usuais para a determinacdo de elementos quimicos nas
amostras de insetos desse estudo. Por outro lado, a possibilidade de Fe ter origem
associada a terra contaminante do material de referéncia biolégica merece a devida
atencdo, uma vez que Ferrari et al. (2006) estudou a relagcdo da contaminacdo com
particulas de terra na superficie de folhas. Assim, evidenciou-se a alta correlacdo do
ferro com elementos quimicos como Sc, que sdo caracteristicos de matriz geologica. A
preparacdo quimica das amostras pode ndo ter sido completa, uma vez que ndo foi
utilizado nenhum reagente especifico para o tratamento de amostras geolédgicas como,

por exemplo, o &cido fluoridrico - HF.
4.2.1.3 IAEA 336

Nesta secdo, foi avaliada a adequacdo do tratamento quimico para tecidos
animais empregando banho de ultrassom para o material de referéncia IAEA-336
Lichen. Os ligquens sdo associacGes simbidticas de mutualismo entre fungos e algas
(KARA, 2011) e, por serem matrizes mais complexas, podem simular mais
apropriadamente as condic¢@es analiticas das amostras de insetos. Segundo Kara (2011),
algumas espécies sdo comestiveis, servindo de alimento para muitos animais como 0s
insetos terrestres. Vale ressaltar que a presenca de material geoldgico exdgeno também
é caracteristico desse.

A Tabela 11 apresenta os resultados das concentracGes dos elementos quimicos
Cu, Fe, Pb e Zn quantificadas no material de referéncia IAEA 336, assim como 0s
valores certificados e do NUmero E;.

Pdde-se observar que o tratamento quimico empregado proporcionou valores
compativeis aos valores certificados para Cu, Pb e Zn, corroborado a partir dos valores
do Numero E,, que foram 0,5, -0,8 e -0,5, respectivamente. Esses valores estiveram
dentro do intervalo esperado de -1 e 1, indicando a qualidade do procedimento

empregado. Ja para o ferro, os valores obtidos estiveram sistematicamente abaixo do
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valor certificado, com isso, aplicou-se fator de correcdo baseado na razdo entre as
concentragdes de Fe obtidos nas repeticbes e valor certificado. A tendéncia de
resultados abaixo do esperado para Fe pode ser explicada pelos mesmos argumentos da
Secdo 4.2.1.2.

Tabela 11 - Concentracéo de Cu, Fe, Pb e Zn obtidas e certificadas e respectivas incertezas
analiticas em nivel de 95% de confianca para o material de referéncia IAEA 336

Valor obtido* Valor certificado
ma/k mag/k
Analito (mg/kg) (mg/kg) En
Intervalo Intervalo
Média Média
95% 95%

Cu 40 34-46 3,6 3,1-41 0,5
Fe** 430 370 —-490 430 380 — 480 -0,0
Pb 40 3,0-50 49 43-55 -0,8
Zn 26,6 20,6 - 32,6 30,4 27,0 - 33,8 -0,5

* ndmero de repeticdes = 6
** realizada correcdo empirica baseada nos argumentos da Secéo 4.2.1.2
Fonte: O Autor.

4.2.1.4 Anélise da amostra composta de insetos

A Tabela 12 apresenta os valores obtidos para Cu, Fe e Zn na amostra composta
de insetos solubilizada por meio do tratamento quimico Il. A partir dos dados de cada
elemento quimico da Tabela 12, pdde-se verificar que as incertezas analiticas
expandidas em % calculadas a partir das replicatas (precisao) e das repeticdes (exatidao)
foram menores que 20% (Cu = 14%; Fe = 19%; Pb = 10%) para todos os elementos
quimicos, resultado considerado bastante adequado para estudos ambientais.

O valor de cobre esteve na mesma ordem do encontrado por
Talarico et al. (2014) (aproximadamente 10 mg/kg) ao analisar individuos da Ordem
Coleoptera criados em laboratério e transferidos para o solo de uma floresta préxima a
um deposito de lixo urbano. Heikens et al. (2001) avaliaram o nivel de acumulacdo de
metais em 9 ordens de insetos, tendo Coleoptera ficado em pendltima em ordem
decrescente de acumulacgéo deste elemento quimico. Cobre também foi determinado em
altas concentracbes por Karadjova e Markova (2009) em gafanhotos (ordem:

Orthoptera) coletados proximos a industrias de mineragcdo e processamento deste
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elemento quimico, obtendo concentragdes que variaram de 21 mg/kg a 40 mg/kg no
local utilizado como controle. Mélo (2014) estudou a concentracdo de cobre em duas
espécies de caramujo e obteve concentracBes que variaram de aproximadamente 20

mg/kg para os locais mais preservados a 260 mg/kg para o local mais impactado.

Tabela 12 - Concentracéo de Cu, Fe e Pb e suas respectivas incertezas analiticas
para amostra composta de invertebrados

Valor obtido
Analito (mg/kg)
Média Incerteza
Cu 194 + 28
Fe 176 + 34
Pb 1,28 + 0,13

*numero de repeticdes = 2
Fonte: O Autor

O elemento quimico Fe, por ser um micronutriente, apresentou resultados
coerentes com aqueles encontrados para outros organismos invertebrados como
Melampus coffea e Littoraria angulifera (MELO, 2014). Além disso, a concentracéo foi
abaixo do valor de 200 mg/kg, ou seja, pouca contribuicdo de material exdgeno
terrigeno pdde ser detectada para essa amostra composta (FRANCA, 2006).

Para Pb, foi obtido valor de 1,28 mg/kg, ou seja, comparavel aos encontrados
por Talarico et al. (2014) e por Karadjova e Markova (2009), cujos valores foram
préximos a 1 mg/kg para esse elemento quimico determinado nas amostras de insetos de

locais considerados limpos.
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4.3 CONCENTRACOES NATURAIS DE ELEMENTOS QUIMICOS

Nesta secdo sdo apresentados os resultados que comprovam a qualidade do
procedimento analiticos realizado, bem como as concentracfes naturais de elementos
quimicos em insetos terrestres, obtidos pelas técnicas analiticas EDXRF, GFAAS e
ICP-MS.

4.3.1 Qualidade do procedimento analitico

Para estabelecimento de concentragdes naturais de elementos quimicos
determinados no compartimento insetos, a garantia de qualidade do procedimento

analitico foi demonstrada a partir dos resultados dos materiais de referéncia analisados.

4.3.1.1. Resultados de Cl, Fe, P, S e Zn por EDXRF

Os valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas expandidas em
nivel de 95% de confianga para os elementos quimicos Cl, Fe, S e Zn analisados nos
materiais de referéncia SRM 2976 e no RM 8415 por EDXRF estdo apresentados na
Tabela 13. Os valores do Numero E, estiveram dentro do intervalo entre -1 e 1,
indicando controle da qualidade do procedimento analitico em nivel de 95% de
confianga (ISO 13528, 2005). E importante ressaltar que o EDXRF é bastante
dependente da matriz a ser analisada, por isso, tem-se necessidade ainda maior da
demonstracdo da qualidade do procedimento analitico. Os materiais de referéncia
empregados na construcdo da curva de calibracdo foram de diversas matrizes, incluindo
tecidos de animais e plantas (SOUSA et al., 2013), corroborando os resultados obtidos

para a determinacdo de Cl, Fe, S e Zn em amostra de insetos.
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Tabela 13 - Valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas expandidas em
nivel de 95% de confianca para os materiais de referéncia analisados por EDXRF

SRM 2976 - Mussel Tissue

] Valor obtido Valor certificado
Analito
(mg/kg) (mg/kg) En N
Média Incerteza Média Incerteza
Cl 55000 + 1100 57000 + 5000 -0,4 10
Fe 130 + 37 171 + 49 -0,9 10
P 8800 + 500 8300* - 10
Zn 167 + 26 137 + 13 0,9 10
RM 8415 - Whole Egg Powder
] Valor obtido Valor certificado
Analito
(mg/kg) (mg/kg) En N
Média  Incerteza Média Incerteza
S 5270 + 600 5120 + 500 0,2 10

*Valor informativo devido a informacéo disponivel ser insuficiente para avaliar a
incerteza associada
Replicatas analiticas = 10

Fonte: O Autor

Para a determinacdo de fosforo por EDXRF, ndo foi possivel o célculo do
namero E, devido a auséncia de incerteza analitica no certificado de analise do material
SRM 2796. Contudo, ao considerar-se uma incerteza analitica expandida de 20% (valor
maximo admitido para a maior parte dos elementos quimicos constantes dos certificados
de andlise dos materiais de referéncia) para o valor certificado de 8.300 mg/kg, este
resultado estaria no intervalo esperado para o valor de E, (entre -1 e +1), comprovando
a qualidade analitica para este elemento quimico. Desse modo, optou-se pela expressao
dos resultados de P para as amostras de invertebrados analisadas por EDXRF. As
incertezas analiticas expandidas em nivel de 95% de confianca foram superiores para Fe
e Zn quando comparadas aquelas dos materiais de referéncia. Contudo, produziram-se
valores de incertezas analiticas compativeis, sendo melhores, para Cl e S. Considerando
a importancia do conhecimento da composi¢do quimica de macroelementos como Cl e
S, foram obtidos resultados satisfatorios mesmo levando em conta as limitagdes

analiticas da técnica com relacdo aos altos limites de detec¢do (SOUSA et al., 2013).
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4.3.1.2 Resultados de As, Cu, Fe, Pb e Zn por GFAAS

Na Tabela 14 s&o apresentados os valores obtidos e certificados e suas
respectivas incertezas analiticas expandidas em nivel de 95% de confianga para cada
elemento quimico quantificado no material de referéncia RM 8414, assim como 0s

valores de E,,.

Tabela 14 - Valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas expandidas em
nivel de 95% de confianca para a andlise do material de referéncia
RM 8414 Bovine Muscle Powder por GFAAS

Valor obtido Valor certificado
Analito Repeticdo (mg/kg) (mg/kg) En
Meédia Incerteza ~ Meédia  Incerteza
1 3,16 + 0,46 0,5
Cu 2 303 = 044 284 + 045 0,3
3 326 + 0,47 0,6
1 71 += 10 0,0
Fe 2 652 + 99 712 + 9.2 -0,4
3 74 + 10 0,2
1 <0,20
Pb 2 <0,20 038 = 0,24 -
3 <0,20
1 134 £+ 30 -0,2
Zn 2 129 + 29 142 + 14 -0,4
3 134 + 30 -0,2

Fonte: O Autor

Para o RM 8414, foi possivel comprovar a qualidade do procedimento analitico
para os elementos quimicos Cu, Fe e Zn, cujos valores de E, ocorreram dentro do
intervalo de -1 a 1 para todas as suas repeticdes. Porém, para Pb, as concentracGes
estiveram abaixo da concentracdo méxima esperada de 0,2 mg/kg. Nesse caso, a
concentragdo contida na solugdo das amostras e materiais de referéncia certificados
esteve abaixo do limite de deteccdo da técnica analitica.

Os valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas expandidas em

nivel de 95% de confianga para a analise do material de referéncia IAEA 336 Lichen
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por GFAAS estdo na Tabela 15. Os valores calculados do numero E, a partir destes

dados também foram compilados.

Tabela 15 - Valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas expandidas em

nivel de 95% de confianca para a analise do material de referéncia IAEA 336 Lichen por

GFAAS
Valor obtido Valor certificado
Analito  Repeticdo (mgko) (ma/kg) E,
Média Intervalo Média Intervalo
95% 95%

1 0,49 0,35-0,62 -0,9
As 2 0,48 0,35-0,61 0,63 0,55-0,71 -0,9

3 nd - -
1 3,9 33-44 0,3
Cu 2 3,9 34-45 3,6 31-41 0,4
3 3,7 31-42 0,1
1 400 340 - 460 -0,4
Fe 2 380 320-430 430 380 - 480 -0,7
3 420 360 - 480 -0,1
1 52 48-5,8 0,4
Pb* 2 5,0 45-55 4,9 43-55 0,1
3 5,0 45-55 0,1
1 24,6 19,1-30,2 -0,9

Zn 2 nd** - 30,4 27,0-33,8 -

3 nd** - -

* Valor informativo devido a informacao disponivel ser insuficiente para avaliar a

incerteza associada

** nd = ndo determinado

Fonte: O Autor

Para o IAEA 336, todos os elementos quimicos analisados tiveram a qualidade

do procedimento analitico comprovada, pois os valores calculados do numero E,

encontrava-se no intervalo de -1 a +1. Todavia, para As, apenas duas repeti¢oes

obtiveram valores satisfatorios e, para Zn, apenas em uma repeticdo foi possivel a

determinacdo da concentracdo desse elemento quimico. Mesmo assim, resultados de

concentragdes de As, Cu, Fe, Pb e Zn puderam ser determinados por GFAAS em insetos

terrestres de acordo com os resultados dos materiais de referéncia utilizados para esta

técnica. GFAAS é bastante influenciada pela limpeza do tubo de grafite, cujo
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procedimento é realizado constantemente durante a analise. E possivel que a limpeza

incompleta tenha afetado as analises quimicas de algumas solucdes.
4.3.1.3 Resultados de Cd, Mo, Sb e Th por ICP-MS

A Tabela 16 apresenta os resultados da analise do material de referéncia RM
8414 por ICP-MS para Cd, Mo e Sh, assim como suas respectivas incertezas, valores

certificados e de E, calculados para demonstrar a qualidade do procedimento analitico.

Tabela 16 - Valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas expandidas em
nivel de 95% de confianca para a analise do material de referéncia
RM 8414 Bovine Muscle Powder por ICP-MS

Valor obtido Valor certificado
Analito Repeticdo (mg/kg) (mg/kg) En
Meédia  Incerteza Media Incerteza

1 0,0065 + 0,0009 -0,5

Cd 2 0,0063 + 10,0009 0,013 + 0,011 -0,6
3 0,0077 + 10,0012 -0,5
1 012 £ 0,021 0,6

Mo 2 0,0 £ 0,018 0,08 + 0,06 0,3
3 0,0 £ 0,017 0,3
1 <0,07

Sh 2 <0,07 0,01* -
3 <0,07

* Valor informativo devido a informac&o disponivel ser insuficiente para avaliar a
incerteza associada
Fonte: O Autor

A partir dos dados da analise quimica do RM 8414, foi possivel comprovar a
qualidade do procedimento analitico para a determinacdo de Cd e Mo, que apresentaram
valores dentro do esperado para todas as suas repetiches, embora os valores das
incertezas do RM 8414 sejam extremamente elevados para Cd e Mo (85% e 75%),
respectivamente. Para Sb, o material de referéncia apresenta apenas valor informativo

(0,01 mg/kg), que € inferior a concentracdo maxima determinavel (0,07 mg/kg).
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Na Tabela 17 estdo apresentadas as concentracfes dos elementos quimicos
quantificados no material de referéncia IAEA 336, assim como suas respectivas
incertezas, valores certificados e os valores de E, calculados para avaliacdo da

qualidade do procedimento analitico.

Tabela 17 - Valores obtidos e certificados e suas respectivas incertezas expandidas em
nivel de 95% de confianca para a analise do material de referéncia IAEA 336 por ICP-MS

Valor obtido Valor certificado
Analito  Repeticéo (/o) (/o) E,
Média Intervalo Média Intervalo
95% 95%

1 0,137 0,116 - 0,158 0,8
Cd 2 0,105 0,089 -0,121 0,117 0,100 - 0,134 -0,5
3 0,107 0,091-0,124 0,4

1 nd* - -
Sh 2 0,074 0,060 - 0,088 0,073 0,063 - 0,083 0,1
3 0,083 0,067 - 0,099 0,5

1 nd* - -
Th 2 0,13 0,11-0,15 0,14 0,12-0,16 -0,5
3 0,13 0,11-0,15 -0,6

*nd = ndo determinado
Fonte: O Autor

Com os resultados obtidos para o material de referéncia IAEA 336 (Tabela 16),
foi possivel comprovar a qualidade do procedimento analitico para a determinacéo de
Cd, Sb e Th em amostras de insetos. Contudo, para Sb e Th, houve problemas na
determinacéo desses elementos quimicos em uma mesma repeti¢do (nimero 1). Nota-se
que todos os valores calculados do numero E, para os elementos quimicos estiveram na
faixa esperada (entre -1 e +1), indicando controle de qualidade do procedimento
analitico em nivel de 95% de confianca. Molibdénio ndo foi quantificado no material
IAEA 336, pois ndo possui valor certificado nem informativo no Certificado de Analise.

Deste modo, procedimentos analiticos de qualidade foram estabelecidos para a
determinacéo de As, Cd, Cl, Cu, Fe, Mo, P, Pb, S, Sb, Th e Zn em amostras compostas
de insetos do Reflgio Ecoldgico Charles Darwin, utilizando as técnicas analiticas de
EDXRF (sem necessidade de tratamento quimico), GFAAS e ICP-MS.
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4.3.2 Concentrac6es naturais de elementos quimicos nos insetos

Como a monitoracdo ambiental ainda é pouco empregada no Brasil,
principalmente empregando insetos terrestres, os resultados apresentados neste estudo
sdo inovadores do ponto de vista de esforgos para obtencdo de padrbes de referéncia
para estudos ambientais envolvendo elementos quimicos determinados neste

compartimento ecoldgico.
4.3.2.1 Espécies de insetos analisadas por EDXRF

Considerando as vantagens da EDXRF, a quantificacdo de elementos quimicos
foi realizada em nivel de espécies para cada uma das ordens analisadas. Na Tabela 18
sdo encontradas as concentracdes dos macronutrientes Cl, P e S e suas respectivas
incertezas analiticas expandidas em nivel de 95% de confianca. As maiores
concentracdes por espécie foram identificadas para Orthoptera2 com 2400 mg/kg de Cl,
para Dipteral com 12500 mg/kg de P e para Coleoptera com 5280 mg/kg de S. As
espécies Dipteral, Hymenopteral e Hymenoptera2 tiveram valores de Cl abaixo do
limite de detecc¢do da técnica (700 mg/kg).

Tabela 18 — Concentragdo dos macronutrientes CI, P e S e as respectivas incertezas
analiticas expandidas em nivel de 95% de confianca para amostras de insetos analisadas

por EDXRF
Macronutriente
Amostra Cl (mg/kg) P (mg/kg) S (mg/kg)
Média Incerteza  Média  Incerteza  Média  Incerteza

Coleoptera 1900 =+ 200 11100 =+ 400 5280 + 570

Dipteral <700 12500 + 500 3910 + 580

Diptera2 2200 + 300 10100 + 500 3620 + 580

Diptera3 1500 =+ 300 11800 =+ 500 3940 + 580

Dipterad 2500 + 300 8700 = 400 3800 + 580
Hymenopteral <700 3300 =+ 400 3050 + 580
Hymenoptera2 <700 8700 =+ 400 3310 £ 570
Hymenoptera3 1100 + 200 9000 =+ 400 4100 + 570
Hymenoptera4 800 <+ 100 5900 =+ 400 3440 £ 570
Hymenopterab 1100 + 200 5000 =+ 400 2480 £ 570
Hymenoptera6 1300 + 300 8500 =+ 400 2430 + 570
Hymenoptera? 900 =+ 200 8300 =+ 400 3130 =+ 580
Hymenoptera8 2300 £ 300 6300 + 400 2840 £ 570
Orthopteral 1400 + 200 10800 + 400 4100 + 570
Orthoptera2 2400 + 300 7500 =+ 400 3030 + 570

Os numeros ap6s 0s nomes das ordens indicam diferentes espécies, dentro da mesma ordem
Fonte: O Autor
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Na Tabela 19 sdo apresentados os resultados de Fe e Zn e suas respectivas
incertezas analiticas expandidas em nivel de 95% de confianca. Para os micronutrientes,
os valores alcancaram 1000 mg/kg (Fe) e 600 mg/kg (Zn) para as espécies
Hymenoptera5 e Ortopteral, respectivamente (Tabela 18). Gongalski (2006) estudou
elementos quimicos em insetos terrestres e analisou espécies das ordens Coleoptera e
Orthoptera, obtendo a maior concentracdo de Zn para a espéecie Angaracris barabensis -
ordem Orthoptera. Além disso, altos valores de Fe podem estar associados as particulas
de terra aderidas ao material biologico (FERRARI et al., 2006).

Tabela 19 — Concentragdo dos micronutrientes Fe e Zn e as respectivas incertezas
analiticas expandidas em nivel de 95% de confianca para amostras de insetos analisadas

por EDXRF
Microelemento
Amostra
Fe (mg/kg) Zn (mg/kg)
Coleoptera 200 + 20 190 + 20
Dipteral 700 + 30 280 + 30
Diptera2 200 + 30 310 + 40
Diptera3 300 = 30 160 + 30
Dipterad 500 + 30 220 = 30
Hymenopteral 400 + 30 CMD
Hymenoptera2 500 = 30 130 + 10
Hymenoptera3 500 £+ 30 160 + 20
Hymenoptera4 200 = 20 170 + 20
Hymenopterab 1000 = 40 230 £ 20
Hymenoptera6 300 = 30 230 £ 30
Hymenoptera? 600 + 30 180 + 30
Hymenoptera8 200 = 30 130 + 20
Orthopteral 500 + 30 600 + 30
Orthoptera2 400 + 30 250 *= 30

Os nameros apds os nomes das ordens indicam diferentes espécies, dentro da
mesma ordem
CMD = Concentra¢do minima detectada

Fonte: O Autor

A partir dos dados padronizados dos invertebrados, matriz de grafico de
dispersdo foi construida para averiguar as correlacbes entre as concentracdes de
elementos quimicos (Figura 20). Correlagéo significativa em nivel de 95% de confianca
foi obtida apenas para P e S, fato que pode ser verificado na Figura 20. A correlagéo
entre P e Zn foi influenciada pelos resultados de grilo e formiga, respectivamente pelos

maiores e menores desses elementos quimicos. Algumas amostras como Besouro,
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Formiga e Mosca foram consideradas pontos fora de controle multivariado por nao

terem sido englobados pelas elipses de predicao (Figura 20).

Figura 20 — Matriz de graficos de dispersdo para os dados padronizados de concentracoes

de elementos quimicos. Elipses de predi¢do em nivel de 95% de confianca
Cl

Zn

ik i & .

Fonte: O Autor

Algumas espécies possuem diferentes niveis de utilizacdo de elementos
quimicos essenciais, contudo Hymenopteral apresentou concentragdo de Zn (20 mg/kg)
inferior quando comparada com as demais espécies (média = 231 mg/kg). A
normalidade univariada verificada a partir dos histogramas da Figura 20 indicou que
apenas as concentracfes de Zn ndo apresentaram distribuicdo dos dados aproximada a
normalidade em nivel de 95% de confianga, provavelmente associado a presenca desse

ponto fora de controle.
4.3.2.2 Padrdes de referéncia para insetos terrestres

Para ilustrar as variagOes inter-ordens observadas para cada elemento quimico
nas amostras analisadas por EDXRF, GFAAS e ICP-MS, a Figura 21 mostra os

resultados das concentragdes médias dos elementos quimicos determinados nas
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amostras de insetos. Para a obtencéo das médias das ordens por EDXR, foram utilizadas

as concentracgdes obtidas para todas as espécies analisadas de cada ordem.

Figura 21 — Valores médios de concentracgdo das principais ordens de insetos estudadas no
Refugio Ecoldgico Charles Darwin
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Fonte: O Autor.

As principais diferencas ocorreram para As e Cu (Figura 21). A ordem Diptera
apresentou valor para As de aproximadamente 1 mg/kg, 100 vezes superior ao valor
médio de Hymenoptera. De fato, As parece ser acumulado por algumas espécies de
insetos, pois Franca et al. (2015a) verificou a acumulacdo deste elemento quimico em
individuos de besouros em areas agricolas, cuja concentracdo atingiu 20 mg/kg. Para
Cu, a diferenca foi basicamente devido a concentracdo da ordem Diptera que apresentou
concentracdo de 11 mg/kg, porém para a Hymenoptera, Coleoptera e Orthoptera, 0s
valores obtidos foram bem proximos, o que corroborou os resultados obtidos por
Heikens et al. (2001), cujo potencial de acumulacdo de cobre foi praticamente igual para
a ordem Coleoptera e a familia Formicidae.

E de extrema importancia o estabelecimento de valores de referéncia para
estudos da qualidade ambiental, para que se possam identificar possiveis alteracdes no

ambiente, principalmente para um compartimento que apresenta estreito contato com 0s
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contaminantes do solo como é o caso dos insetos terrestres. Deste modo, foram
estabelecidas as concentragdes naturais esperadas de doze elementos quimicos a partir
das anélises quimicas por EDXRF, GFAAS e ICP-MS. As concentracdes medias dos
estruturais P e S; do eletrolitico CI; dos enziméaticos Mo, Fe, Cu e Zn; dos toxicos As,
Cd, Sbh, Pb e Th estdo apresentadas na Tabela 20, assim como a estimativa das regides
de alta densidade de probabilidade - HPD (valores minimos e méximos) em nivel de
95% de confianca. A implicagdo préatica desses valores € a possibilidade de comparacgao
direta das médias esperadas e obtidas de insetos terrestres para estudos ambientais

futuros em areas de Mata Atlantica no Estado de Pernambuco.

Tabela 20 - Concentragbes médias obtidas (mg/kg) para amostras de insetos por EDXRF,
GFAAS e ICP-MS, e suas respectivas regides de alta densidade de probabilidade - HPD
em nivel de 95% de confianca

Analito As Cd Cl Cu Fe Mo
Média 0,24 0,23 1300 29 340 0,80
Regibes HPD min 0,001 0,18 1000 12 230 0,47
95% max 0,90 0,28 1800 45 460 1,1
n 4 4 9 4 4 4
Analito P Pb S Sb Th Zn
Média 8500 11 3400 0,026 0,25 390
Regides HPD min 7500 0,62 3100 0,010 0,14 170
95% max 9700 15 3700 0,041 0,36 600
n 13 4 14 3 4 4

Fonte: O Autor

Os valores obtidos para As variando de 0,01 mg/kg a 0,90 mg/kg corroboraram
com aqueles obtidos por Franca et al. (2015a), cuja regido HPD de As variou de
0,32 mg/kg a 0,75 mg/kg. O estudo foi realizado em regido proxima a unidade de
conservacdo da Estagdo Ecoldgica de Caetetus, localizada no Estado de S&o Paulo,
fragmento florestal de Floresta Estacional Semidecidual.

Para Fe, a concentracdo média foi 340 mg/kg com regido HPD de 230 mg/kg até
460 mg/kg. J& no trabalho desenvolvido por Franca et al. (2015a), a regido HPD da
concentracdo desse elemento quimico variou de 120 mg/kg a 180 mg/kg. Esta diferenca
pdde ser explicada principalmente pelos resultados discrepantes entre as concentrages

desse elemento quimico (Charles Darwin: 440 mg/kg; Caetetus: 130 mg/kg) da ordem
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Diptera. De qualquer modo, Fe por ser um nutriente pode ter suas concentracdes
bastante influenciadas pelas condigdes ambientais ou pela presenca de material
terrigeno exdgeno.

O valor médio de 0,033 mg/kg para Sb encontrado por Franca et al. (2015a)
também esteve na faixa esperada de 0,010 mg/kg e 0,36 mg/kg do Reflgio Ecologico
Charles Darwin. Mesmas concordancias entre os valores dos dois estudos ocorreram
para as regides HPD de Th e Zn.

As concentracfes obtidas para a amostra composta de insetos analisadas e
apresentadas na Secdo 4.2.2 também apresentaram concentracfes de Cu, Fe e Pb dentro
das respectivas regides HPD em nivel de 95% de confianca. Tais resultados
concordaram com as regides HPD definidas neste estudo, mostrando-se adequadas para
insetos na Mata Atlantica. As amostras foram coletadas no mesmo local, contudo em

épocas bastante distintas do ano (dezembro de 2013 e maio de 2014).
4.3.2.3 Variabilidade esperada

Para melhor entendimento das diferencas apresentadas nas médias das
concentracdes dos elementos quimicos, principalmente para As e Cu, os coeficientes de
variacdo esperados dos elementos quimicos obtidos a partir de Inferéncia Bayesiana
estdo apresentados na Figura 22. A variacdo esperada de As atingiu 400%. Esse valor €
coerente com aqueles obtidos por Franca et al. (2015a) em regides impactadas na Bacia
do Rio Piracicaba e por Gongalski et al. (2006), que observou variacdo semelhante em
espécies da mesma ordem coletadas em areas de producdo de uranio. Esse fenémeno
demonstra a complexidade da acumulacdo de elementos quimicos ndo essenciais por
Seres Vivos.

Os menores coeficientes de variacdo (< 50%) foram obtidos para os elementos
quimicos essenciais como Cl, P e S. Contudo, micronutrientes como Zn, Cu, Mo e Fe

apresentaram coeficiente de variagdo da ordem de 50% a 150%.
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Figura 22 — Maximo coeficiente de variacao esperado (em nivel de 95% de confianga) a
partir da Inferéncia Bayesiana para os elementos quimicos determinados em
amostras de insetos
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Fonte: O Autor
4.3.2.4 Comprovacao das regides HPD

Alguns elementos quimicos foram determinados por técnicas independentes
como é o caso de Fe e Zn. Ambos os elementos quimicos foram determinados por
EDXRF e GFAAS. Desse modo, foi realizada a comparacdo entre as médias obtidas
pelas duas técnicas com os resultados das regides HPD em nivel de 95% de confianca
por Inferéncia Bayesiana para Fe (Figura 23) e Zn (Figura 24).
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Figura 23 — Concentragfes médias de Fe obtidas por EDXRF e por GFAAS. Linhas

vermelhas indicam a regido HPD em nivel de 95% de confianca
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Fonte: O Autor.

Figura 24 — Concentragdes médias de Zn obtidas por EDXRF e por GFAAS. Linhas

vermelhas indicam a regido HPD em nivel de 95% de confianca

750 -
700 A
650 A
600
550 A
500 -
450 +
400 -
350 A

300 A1
250 A1 }
200 A1

150 A

100 -

50 T r
Zn EDXRF Zn GFAAS

Fonte: O Autor

Concentragdo (mg/kg)

Independentemente das técnicas empregadas, as regides HPD geradas neste
estudo proporcionaram valores coerentes que podem ser utilizados para a comparagéo
entre médias simples de espécies (EDXRF) e amostras compostas (GFAAS) para ambos

0s elementos quimicos.
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4.3.4 Estimativa de estoque de elementos quimicos em formigas

Como os insetos estdo presentes em todos os ambientes, 0 seu numero de
especies, a diversidade de adaptacbGes, a sua biomassa e a quantidade de habitat
ocupados (impacto ecoldgico) sdo incompardveis a qualquer outro grupo animal
(FELIX et al, 2010). Levando em consideracdo as concentracbes médias obtidas neste
estudo e assumindo as afirmacgdes de estudos de Felix et al. (2010) quanto & comparagdo
do peso das formigas com o peso total dos seres humanos (6,5 bilhdes), da massa média
umida de um ser humano adulto (80 kg) estabelecida pela U.S. EPA (2009), p6de-se

estimar o estoque de elementos quimicos para as formigas no mundo (Figura 25).

Figura 25 — Estimativa do estoque de elementos quimicos (ordenados por nimero

atdmico) em formigas
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Fonte: O Autor

A partir dos dados presentes na Figura 25, observou-se a quantidade expressiva
de cada elemento quimico "armazenado" nas formigas do mundo, mostrando a
representatividade do compartimento inseto terrestre quanto a distribuicdo de elementos
quimicos. Os estoques variaram de aproximadamente 0,04 megatoneladas (As e Sb) a
1000 megatoneladas (P e S), devido a essencialidade dos elementos quimicos
envolvidos e sua acumulacdo nos tecidos dos animais. Para demonstrar a enormidade do

estoque, a quantidade de cobre, metal bastante usado em industrias e em componentes
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de instalacdes elétricas, armazenada em um Unico grupo de insetos foi cerca de sete
vezes superior as reservas mundiais (0,7 megatonelada) do elemento quimico
(USGS, 2012).
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos durante o estudo dos procedimentos propostos

para escolha do método para tratamento quimico de insetos mais adequado, conclui-se

que:

Dentre os procedimentos de tratamento quimico testados neste estudo, 0s
melhores resultados na avaliagdo qualitativa para amostras de insetos e materiais
de referéncia foram proporcionados pelo tratamento quimico Il (&cido nitrico e
perdxido de hidrogénio).

Os resultados dos materiais de referéncia corroboraram a qualidade do
procedimento analitico para anélise de Cu, Fe, Pb e Zn.

Com a aplicacdo do tratamento quimico Il, a amostra composta de inseto foi
analisada satisfatoriamente com incertezas analiticas expandidas menores
que 20%.

O tratamento quimico Il foi definido como procedimento adequado para a

obtencéo das concentra¢Bes naturais dos elementos quimicos dos insetos.

A partir do emprego de insetos terrestres do Reflgio Ecol6gico Charles Darwin

para estabelecer as concentracfes naturais de elementos quimicos, conclui-se que:

1. Para os procedimentos de tratamento quimico testados neste estudo, o

tratamento quimico Il (&cido nitrico e peroxido de hidrogénio) pbde ser
padronizado para a quantificacdo de As, Cd, Cu, Fe, Mo, Pb, Sb, Th e Zn por
GFAAS e ICP-MS.

Com a aplicacdo das técnicas analiticas EDXRF, GFAAS e ICP-MS, doze
elementos quimicos foram quantificados nos tecidos dos insetos pertencentes as
ordens Hymenoptera, Orthoptera, Coleoptera e Diptera.

A variabilidade das concentracfes médias inter-ordens foi maior para 0s
elementos quimicos As e Cu (400% e 150% respectivamente), indicando
possiveis alteracdes na disponibilidade ou uso diferenciado desses elementos
quimicos pelas espécies de cada ordem.

Com base nos resultados das analises, foi possivel estabelecer as regibes HPD
(“high probability density”’) em nivel de 95% de confianga para as concentragdes
naturais de As, Cd, Cl, Cu, Fe, Mo, P, Pb, S, Sb, Th e Zn dos insetos terrestres

do Refugio Charles Darwin.
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5. Os estudos realizados demonstraram a credibilidade das regides HPD para a
média das concentracGes naturais de elementos quimicos determinados em
insetos terrestres.

6. A variabilidade esperada das concentracfes naturais dos elementos quimicos foi
estimada adequadamente pela Inferéncia Bayesiana.

7. Considerando-se as concentra¢des médias da Ordem Hymenoptera obtidas neste
estudo, pode-se estimar o estoque mundial de alguns elementos quimicos (em
megatoneladas) para as formigas. Quantidade expressiva de Cu foi estimada

para insetos da ordem Hymenoptera.
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