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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método para determinacgao de trinta e
uma espécies quimicas em amostras de figado bovino via digestdo acida em micro-
ondas e determinacdo por ICP-MS/MS. Na etapa de otimizagdo do método foi
empregado o uso do moedor Ultra Turrax® Tube Drive como estratégia de pre-
tratamento das amostras e acido nitrico diluido para digestdo acida em micro-ondas.
A validacao foi conduzida seguindo as diretrizes do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) e os parametros avaliados foram linearidade, seletividade,
efeito de matriz, limite de detecgédo (LD), limite de quantificagdo (LQ), preciséo,
recuperacao e robustez. Os LD e LQ do método variaram de 0,15 a 10 ug L' e 0,045
mg kg' a 45 mg kg™, respectivamente, a recuperagéo e precisdo do método variaram
entre 81 e 109% e no estudo de robustez concluiu-se que o método nao sofre
alteracdes significativas, portanto € considerado robusto. Finalizada a validagao do
meétodo para amostra de figado bovino, foram feitos experimentos para expansao de
escopo em sangue e rim bovino, figado e rim suino, figado de galinha, figado, musculo
e branquias de peixe. A linearidade, seletividade, precisdo e recuperagao foram
estudados para cada nova matriz adicionada e o método se mostrou adequado para
determinacao de metais, metaloides e terras raras em diferentes tecidos animais.

Palavras-chave: visceras; Ultra-Turrax® Tube Drive; digestdo acida; ICP-MS/MS;

validagao.



ABSTRACT

In this work, a method was developed and validated for the determination of thirty-one
chemical species in bovine liver samples via microwave acid digestion and
determination by ICP-MS/MS. In the method optimization step, the Ultra Turrax® Tube
Drive grinder was used as a pre-treatment strategy for the samples and diluted nitric
acid for acid digestion in microwave. Validation was conducted following the guidelines
of the Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento Supply (MAPA) and the
evaluated parameters were linearity, selectivity, matrix effect, limit of detection (LD),
limit of quantification (LQ), precision, recovery and robustness. The LD and LQ of the
method varied from 0.15 to 10 pg L-1 and from 0.045 mg kg-1 to 45 mg kg-1,
respectively, the recovery and accuracy of the method varied between 81 and 109%
and in the robustness study it was concluded that the method does not undergo
significant changes, therefore it is considered robust. Once the validation of the method
for a bovine liver sample was completed, experiments were carried out to expand the
scope in bovine blood and kidney, porcine liver and kidney, chicken liver, fish liver,
muscle and gills. Linearity, selectivity, accuracy and recovery were tested for each new
additional matrix and the method is shown to be suitable for determination of metals,

metalloids and rare earths in different animal tissues.

Keywords: viscera; Ultra-Turrax® Tube Drive; acid digestion; ICP-MS/MS; validation.
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1. INTRODUGAO

Ao longo dos ultimos anos, os interesses sobre os efeitos da poluigdo
antropogénica nos ecossistemas tém crescido, e os metais potencialmente toxicos
provenientes de atividades humanas sao continuamente lancados em ecossistemas
terrestres e aquaticos e podem se tornar um problema por causa da bioacumulagao
na cadeia alimentar (DEMIREZEN, D. E URUC, K, 2006)

Os metais potencialmente toxicos sdo conhecidos como contaminantes para
carne e visceras e a acumulagao desses metais nos diferentes organismos, incluindo
gado, pode ser uma possivel fonte de contaminagcédo através do consumo desses
produtos, portanto se faz necessario monitorar metais e metaloides em carnes e
visceras bovinas, especialmente figado e rim, por se tratar de fontes importantes de
microelementos essenciais na dieta humana e carregarem metais potencialmente
téxicos como residuos (HASHEMI, M., 2018).

Seguindo esta tendéncia de necessidade de informagdes sobre a ocorréncia
desses elementos, tdéxicos ou ndo, em materiais bioldgicos, muitos procedimentos
analiticos tém sido desenvolvidos. A etapa de pré-tratamento fisico e/ou quimico das
amostras é geralmente necessaria na maioria dos métodos analiticos, uma vez que a
grande parte das técnicas requer que a amostra sélida seja transformada em uma
solugdo homogénea (CARRILHO et al, 2002). Os métodos para preparo de amostras
mais empregados consomem muito tempo e requerem grandes quantidades de
reagentes, que sao caros e geram residuos perigosos, além de terem maior potencial
de contaminar as amostras contendo os analitos (KORN et al, 2008). Atualmente, os
procedimentos de digestdo assistida por micro-ondas sdo amplamente utilizados em
muitos laboratorios e podem ser considerados como o estado da arte para digestao
de amostras, especialmente para as amostras cuja matriz € organica (BIZZI et al,
2014). Entre as razdes para sua ampla difusdo podem ser citados: tempo menor de
digestédo acida, melhores recuperagdes de elementos e compostos volateis, menores
niveis de contaminagao, volumes minimos de reagentes para obtengao de digestao
completa, procedimentos com maior reprodutividade e melhores ambientes de
trabalho (AGAZZI, A. e PIROLA, C., 2000).

Os metais e metaloides s&o rotineiramente determinados em amostras
alimenticias por meio da técnica ICP-MS, Espectrometria de Massas com Plasma

Acoplado Indutivamente, uma vez que ela oferece muitas vantagens sobre outras
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técnicas instrumentais como Absorgao Atdomica (FAAS), Forno de Grafite (GF-AAS) e
a Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICPOES)
(DJEDJIBEGOVIC et al, 2011). O ICP-MS é uma técnica bem conhecida por sua
capacidade de determinagao simultanea multi-elementar, baixos limites de detecgao,
ampla faixa linear, obtengcdo de espectros mais simples, além de menor
suscetibilidade a efeitos de matriz e interferéncias espectrais, portanto, se torna uma
excelente escolha quando se trata de determinagao em diversas areas (AMAIS et al,
2015).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bioacumulagao e biomarcadores

Os diferentes tipos de metais podem ocorrer de muitas formas, dentre as quais
pode-se citar os ions dissolvidos em agua, naturalmente na forma de sais, minerais e
no solo. Esses metais podem estar ligados a moléculas organicas e inorganicas ou
mesmo associadas a particulas no ar. Tanto os processos naturais quanto os
antropogénicos emitem metais no ar e na agua (GAUTAM; AGRAWAL, 2022).

O termo metal pesado atualmente € pouco usual, sendo mais corretamente
substituido por metais potencialmente toxicos. Mesmo assim, o termo ainda ¢é utilizado
e faz referéncia a um grupo de elementos com densidade maior que 4 g cm3, incluindo
metais e metaloides como arsénio (VAREDA et al, 2019). Embora muitos sejam de
ocorréncia natural e alguns deles sejam biologicamente essenciais, como € o caso do
cobre, ferro, niquel, cobalto, zinco, manganés e cromo, o aumento nas taxas de
poluicao tem feito aumentar a concentracado desses elementos nos ambientes naturais
para concentracées perigosas (VAREDA et al, 2019; SHEIKHZADEH, H., &
HAMIDIAN, A. H, 2021).

Esses metais sdo considerados como contaminantes criticos considerando sua
toxicidade, ndo degradabilidade, natureza bioacumulativa e alto potencial para
biomagnificagdo ao longo da cadeia alimentar (MUHAMMAD, S.; SHAH, M. T.,
SARDAR, K., 2011; SHEIKHZADEH, H., & HAMIDIAN, A. H, 2021).

A ocorréncia desses metais potencialmente téxicos em ecossistemas aquaticos
€ um dos aspectos mais sensiveis relacionados a saude publica e ao meio ambiente,
especialmente em muitos paises e regides nos quais a unica fonte de agua para uso
domeéstico e na agricultura advém de aguas subterraneas (MUKHERJEE et al, 2020).
Esses metais podem ser derivados tanto de fontes naturais, as quais incluem
intemperismo e erosao de rochas e depdsitos minerais e deposicdes atmosféricas,
quanto de fontes antropogénicas, tais como mineragao, industria, aguas residuais,
drenagem agricola, descargas de esgoto doméstico e de efluentes industriais e
vazamentos acidentais de produtos quimicos (WAEGENEERS et al, 2009;
DJEDJIBEGOVIC et al, 2011, CHUA et al, 2018, SHEIKHZADEH, H., & HAMIDIAN,
A. H, 2021) A descarga de efluentes em sistemas aquaticos contamina aguas

superficiais e subterrdneas e afeta a comunidade ecolégica e os organismos vivos
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(MUHAMMAD, S.; SHAH, M. T., SARDAR, K., 2011; PACKETT et al, 2009). Dessa
forma, a seguranga dos ecossistemas aquaticos € uma questao importante devido ao
papel central que esses ecossistemas desempenham no fornecimento de agua e
alimentos para os seres humanos e habitat para outros organismos (SHEIKHZADEH,
H., & HAMIDIAN, A. H, 2021).

Atualmente, a poluigdo do solo por metais pesados também figura entre as
questdes ambientais mais importantes. De acordo com inumeros estudos cientificos,
0s metais sdo considerados como substancias perigosas liberadas a partir de
atividades antropogénicas exibindo o risco para o ambiente circundante e para a
saude humana. (WEISSMANNOVA, H. D., & PAVLOVSKY, J., 2017).

As atividades antropogénicas s&o a principal causa de poluigdo organica e
inorganica nos solos. Esses metais sdo acumulados no solo principalmente devido a
deposicdo seca e umida advindas de diversas fontes, sendo a principal e mais
importante relacionadas a emissdes das industrias quimica, metalurgica, fundi¢ao, de
construgéo e de eletrénicos, combustiveis e gestao e transporte de residuos, além de
fontes difusas de contaminacdo oriundas de aterros sanitarios, acampamentos
militares e usinas nucleares (CHEN et al, 2000; PANAGOS et al, 2013;
WEISSMANNOVA, H. D., & PAVLOVSKY, J., 2017).

Consequentemente, essas atividades aumentam o fluxo de metais que podem
ser transportados pelo vento e pela agua e, assim, encontram seu caminho para as
plantas, animais e, finalmente, para os seres humanos (GAUTAM et al, 2022). A
implicagcao dos solos para a saude humana € direta, como ingestao, inalagéo, contato
com a pele e absorgao dérmica (PANAGOS et al, 2013). As concentragdes crescentes
de tais poluentes estdo deteriorando a saude do solo, o que afeta variavel e
invariavelmente a produtividade do ecossistema e, nesse contexto, os organismos
vivos sao os indicadores mais adequados para monitorar as mudancas na dinamica
do solo (GAUTAM et al, 2022) dessa forma, o monitoramento das concentracdes de
metais na biota pode fornecer algum entendimento sobre a concentragdo dos metais
biodisponiveis no ambiente.

Riscos ecolégicos advindos desses contaminantes séo dificeis de documentar
porque as respostas diferem entre espécies, as toxicidades dos metais sao diferentes
e as influéncias ambientais sdo complexas. A bioacumulagdo é um bom indicador da
exposicdo quimica de organismos em ecossistemas poluidos. Sendo que a

bioacumulagdo de metais e metaldides representa um significado particular como



22

indicador de exposicao porque metais ndo sdo metabolizados. Entretanto, sua
bioacumulacao pode ser complexa e € influenciada por multiplas rotas de exposicéo
e efeitos geoquimicos sobre a biodisponibilidade. Muitos sdo os padrbes de
acumulagao entre as espécies. Dentre eles, podem ser citados a regulagdo das
concentragdes corporais de alguns metais por algumas espécies e diferenca de
concentragao entre as espécies e ambientes (LUOMA e RAINBOW, 2005).

Os peixes sao uma parte importante da dieta humana, mas também funcionam
como bons indicadores de poluigcdo em ecossistemas aquaticos (DJEDJIBEGOVIC et
al, 2011). O estudo de alguns tecidos das espécies de peixes Aldrichetta forsteri
(tainha olho-amarelo) e Sillago schomburgki (badejo albacora) tem se mostrado util
no emprego do monitoramento de alguns metais poluentes, tais como cadmio, cobre
e chumbo. (EDWARDS et al, 2001). Birungi e colaboradores reportaram que tecidos
de espécies de Oreochromis niloticus (tilapia do nilo) coletados de uma area poluida
por efluentes industriais acumularam concentracdes muito maiores de metais do que
aqueles coletados de areas de controle. Esses animais s&o de grande interesse de
estudo porque podem bioacumular metais em seus tecidos em quantidades até muitas
centenas de vezes acima das concentragbes ambientais (RAINBOW, 1995) com uma
tendéncia de acumulacdo de metais em 6rgaos vitais tais como branquias, rins e
figado (UREN-WEBSTER et al.,, 2013) enquanto a concentracdo de metais e
metaldides € geralmente muito mais alta nas visceras que nas carcagas dos peixes.
(CHUA et al, 2018). Muitos fatores, tais como tamanho, sexo, ciclo reprodutivo, habitos
alimentares, padrdes de natagdo e ambiente séo significantes em bioacumulagao de
metais e a variagao de concentracdo dos metais pode nos tecidos dos peixes pode
variar de entre diferentes espécies e 6rgaos. (M. PRAGNYA, et al, 2020).

Nesse contexto, passaros e aves sao bioindicadores muito uteis porque elas
integram condi¢des de exposigao temporais e espaciais. Uma vez que as aves estao
comumente no topo da cadeia alimentar, elas sdo de grande importancia para
monitoramento ambiental. Os niveis de poluentes sdo dependentes da dieta,
intensidade da exposicdo, do tempo vivido em um determinado habitat e de varios
tipos de disfungdes fisioldgicas. (HORAI et al, 2007). Uma vez ingerido, o metal pode
ser armazenado nos tecidos internos, tais como rins e o figado, ou pode ser excretado.
Os niveis de metais no sangue refletem diretamente a dieta e a idade do animal - em
aves adultas essas concentragdes sao mais altas que em filhotes - enquanto no figado

e rins elas estao relacionadas aos metais transportados pelas proteinas do sangue
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onde sado armazenados e tendem a se acumular ao longo do tempo (EK et al, 2003).
As aves podem ser expostas a metais pesados tanto externamente, por contato fisico,
quando internamente pelo consumo de alimento contaminado (MARKOWSKI et al,
2013). Uma vez que as aves estdo comumente no topo da cadeia alimentar, elas séo
de grande importancia para monitoramento ambiental. Os niveis de poluentes séo
dependentes da dieta, intensidade da exposicédo, do tempo vivido em um determinado
habitat e de varios tipos de disfuncdes fisiolégicas (HORAI et al, 2007).

Outro grupo importante de animais a serem estudados, no que diz respeito a
ocorréncia de metais, sdo os bovinos, suinos, equinos e ovinos. Sabe-se que a carne,
figado e rins desses animais sdo importantes fontes de microelementos essenciais na
dieta humana mundo afora, dentre os quais se pode citar ferro, zinco, cobre e selénio.
(HASHEMi, M., 2018). Embora a carne e seus derivados sejam parte importante da
dieta humana (PARLACK et al, 2014; MORSHDY et. al 2018) os niveis de metais
téxicos sdo geralmente baixos na musculatura enquanto figado e rins frequentemente
acumulam concentragdes mais altas desses metais (ALONSO et al, 1999). Um dos
maiores impactos da poluigdo ambiental para humanos é a ingestado de substancias
toxicas na dieta uma vez que o seu acumulo em animais é reconhecidamente como
um perigo para a saude humana (KHALAFALA et al, 2011). Sabe-se que os metais
téxicos, incluindo chumbo, cadmio, mercurio e arsénio sao rapidamente transferidos
por meio da cadeia alimentar assumindo enorme risco para os consumidores (YABE,
J., etal, 2012).

Além do controle de qualidade da carne e outros tecidos comestiveis desses
animais outro aspecto importante pode ser discutido no que diz respeito a
determinagdo de metais toxicos em visceras de gado bovino, suino, equino e ovino.
Os equinos podem ser importantes como indicadores de poluicdo ambiental, uma vez
que esses animais sao herbivoros e essas plantas podem facilmente incorporar
elementos advindos da agua, ar ou solo (PARLACK et al, 2014). Em um estudo
realizado na China em 2009, Cai e colaboradores analisaram cadmio e chumbo em
amostras de figado e rins bovino criados em uma area proxima a atividades de
fundicdo e concluiram que o esses metais podem ser usados como biomarcadores
para seguranga ecologica (CAIl et al, 2009). Miranda e colaboradores avaliaram
amostras de figado, rins, musculo e sangue de animas oriundos de areas industriais
e rurais encontrando resultados significativos por meio dos quais puderam concluir

que esses tecidos podem ser empregados como biomarcadores em estudos
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ambientais (MIRANDA et al, 2005,). Em outro estudo conduzido na Nigéria, Nwude e
colaboradores avaliaram os niveis de arsénio, cadmium, cromo, niquel e chumbo em
amostras de figado, rins, musculo e sangue de vaca e concluiram que os niveis de
metais encontrados podem ser usados como biomarcadores (NWUDE et al, 2011).

A efetividade e confiabilidade da avaliagao da poluicdo ambiental por meio dos
niveis de metais como biomarcadores em organismos vivos como depende de varios
fatores tais como o tipo de espécie, idade e sexo do animal (PARKER e HARM, 2001),
do tipo de tecido avaliado (MIRANDA et al, 2009) bem como das condi¢des
ambientais, alimentagdo e caracteristicas genéticas do organismo exposto (DILEK
DEMIREZEN e URUC, 2006). Tais indicadores biologicos tém se tornado muito
comuns e tém sido muito uteis devido a alta sensibilidade dos organismos vivos as
mudancgas dos componentes e condigdes ambientais que constituem sua vida.
Entretanto, diferentes organismos respondem a diferentes niveis de mudangas em
alguns parametros ambientais, além do mais, a biodiversidade precisa ser bem
compreendida ao considerar biomarcadores ambientais (NWUDE et al, 2011).

Bioindicadores sao organismos ou grupos de organismos cuja ocorréncia ou
sua reacgao facilmente reconhecivel a estimulos ambientais esta correlacionada a
condicdes ambientais especificas, de modo a fornecer informacdes sobre o estado
desse ambiente. Essa reagao particularmente significa um processo de acumulagéo
de xenobidticos, os quais sdo compostos quimicos estranhos e prejudiciais aos
organismos e esses Uultimos, quando acumulam essas espécies quimicas
proporcionalmente as quantidades disponiveis em determinado ecossistema, séo
chamados bioindicadores de acumulagdo (DMOWSKI et al, 1999).

2.2 Analise de metais em tecidos animais

Uma vez compreendida a possibilidade de alguns tecidos animais acumularem
quantidades de poluentes metalicos faz-se necessario o desenvolvimento de um
método analitico eficiente para determinacado desses elementos nessas matrizes e
esse método deve contemplar pré-tratamento e digestdo adequados bem como

determinagao dos analitos por meio de uma técnica instrumental.
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2.2.1 Pré-tratamento e homogeneizagao das amostras

Para que a digestdo da amostra seja eficiente, o seu pré-tratamento precisa ser
feito de maneira cuidadosa para garantir boa homogeneidade. Os métodos mais
empregados nessa etapa sado a digestdo da amostra fresca e em outros casos,
pulverizada. Na Tabela 1 estdo resumidos alguns trabalhos nos quais foram
empregadas diferentes técnicas de pré-tratamento e homogeneizagdo de amostras

de visceras animais.

Tabela 1 - Técnicas de pré-tratamento e homogeneizagao de tecidos animais

Amostra Técnica Referéncia

Rins, figado e sangue suino Tecidos frescos Gyéri et al, 2005.

Musculo, rim, figado bovino Secagema 70 °C Adetunji, V. O.; Famakin, V. O. e
Trituragdo em gral e pistilo Chen, J., 2014.

Mdusculo de peixe Secagem a 40°C até massa Griboff, J.; Wunderlin, D.A. e
constante Monferran, M. V., 2016.

Trituracdo em gral e pistilo

Secagem entre 60 e 65°C até Fallah etal, 2011.
Mdusculo de peixe massa constante
Pulverizagdo em moinho

Figado, branquias, intestinos e Liofilizagao e pulverizagéo Jaric et al, 2011
musculo de peixes

Mdusculo de peixe Liofilizacao e pulverizacao Adani, P, Sawate, A.
Nandhagopal, G., 2021

Musculo, figado e rins de veado  Secagem a 105°C por 24 h Garcia et al, 2011.

Figado caprino Liofilizagéo e pulverizagao Kruger, P.C.; Geraghty, C.M.,
Parsons, P. J., 2010.

Musculo, figado e rins de vacas, Liofilizagao e pulverizagéo Kim et al, 2011
porcos, galinhas e patos
Fonte: (Autor)

Embora a liofilizagdo seja um método amplamente empregado, ele demanda
muito tempo e posterior pulverizagdo da amostra o que contribui para o aumento dos
custos da analise, sem mencionar o gasto com energia elétrica e possibilidade de
contaminacao da amostra.

Considerando esses aspectos, outras formas de homogeneizagao de tecidos
animais, mais rapidas e baratas carecem de ser estudadas. Uma alternativa a ser

considerada € o UltraTurrax Tube Drive®, que consiste em um sistema universal de
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dispersdo, agitacdo, homogeneizacdo e moagem com tubos descartaveis e
hermeticamente selaveis. Nesse equipamento os tubos sao facilmente conectados ao
rotor e pode-se definir a velocidade e a duragdo de rotacdo desejados nos testes.
Esse equipamento permite homogeneizar e diversos tipos de matrizes em um unico
passo e obter resultados reprodutiveis (STURM et al, 2018).

O equipamento possui trés tipos diferentes de tubos conforme mostrado na
figura 1. O tubo ST-20 ou ST-50, stirring tube, € usualmente empregado no preparo
de misturas, extracdes e suspensdes. O tubo DT-20 ou DT-50, dispersion tube, é
utilizado para dispersao e homogeneizagao de amostras de diferentes tipos de tecidos
animais e vegetais. O tubo BMT-20 ou 50, ball milling tube, € empregado na

pulverizagdo de amostras secas de diferentes matrizes.

2 ¢ R - B :
Figura 1 - Descricao do moedor Ultra Turrax. (A) Botéo Liga-Desliga. (B) Botdo de ajuste de

velocidade. (C) Botao Start-Stop. (D) Botao Timer: ajuste de unidades. (E) Botdo Timer: ajuste de
dezenas. (F) Display de tempo.

(Fonte: IKA UltraTurrax Tube Drive®)
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Figura 2 - Tubos Ultra Turrax: (A) Tubos ST20 ou ST50 para homogeneizagao de solugoes.
(B) Tubos DT20 ou DT50 para homogeneizagéo de tecidos. (C) Tubos BMT20 ou BMT50 moinho de
bolas para decomposicdo de células animais. (D) Representagédo esquematica de um tubo.

(Fonte: IKA UltraTurrax Tube Drive®)

A Tabela 2 resume alguns trabalhos nos quais o UltraTurrax Tube Drive® para

homogeneizar amostras de tecidos animais.

Tabela 2 - Emprego do UltraTurrax (R) Tube Drive na homogeneizacao de tecidos animais

Tecido

Objetivo

Referéncia

Cérebro e figado bovino

Figado de peixe

Cérebro e figado humanos
post mortem

Cérebro e figado humanos
post mortem

Rim humano

Extragdo de anfetamina, ibuprofeno e

paracetamol e determinagdo por
cromatografia
Extracao de compostos

organofluorados e determinagéo por
cromatografia

Extracdo de benzodiazepinas e
opidides com tampao fosfato

Extragcdo de benzodiazepinicos com
tampéao fosfato

Estudo toxicoldgico

Lerch. O. e Sperling, S., 2010.

Aro et. al, 2021.

Bolte et al, 2021.

Bolte et al, 2021.

Lehmann et al, 2018.

Fonte: (Autor)
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2.2.2 Digestao assistida por micro-ondas

Uma vez definido o método de homogeneizagdo das amostras, deve-se entao
digeri-las com o objetivo de solubilizar a matriz da amostra e os analitos. A escolha do
procedimento de digestdo deve ser feita considerando os reagentes, o tipo de
digestao, tempo empregado e técnica usada na analise. A sequéncia analitica para
determinacdo de elementos geralmente inclui uma série de etapas interconectadas
tais como amostragem, preparo da amostra, calibragédo instrumental, determinacgéo e
processamento dos dados.

Nos dias atuais, uma variedade de elementos pode ser determinada rapida e
simultaneamente usando técnicas instrumentais, entretanto a etapa de preparo das
amostras permanece o principal desafio para a analise elementar (BlZZI et al, 2017).
Essa etapa, também chamada de pré-tratamento da amostra, frequentemente envolve
maior consumo de tempo em um procedimento analitico, especialmente quando se
trata de amostras sdélidas (CASTRO el al, 2009). Também & importante citar o risco
de perda de analitos, contaminagdo das amostras e decomposi¢cao incompleta
(ROCHA et al, 2013).

Pensando dessa forma, novas técnicas desenvolvidas devem ser mais faceis,
baratas e rapidas de modo a diminuir o tempo empregado, evitar contaminagéao e,
consequentemente, atender alguns critérios da quimica verde (GONZALEZ et al,
2009). Outra preocupacédo que emerge no preparo de amostras € a geragao de
grandes quantidades de residuos toxicos oriundos dos procedimentos classicos, os
quais consomem grandes quantidades de acidos para a decomposi¢ao das amostras.
Consequentemente esses residuos precisam ser tratados para evitar contaminagao
ambiental e isso demanda tempo e aumenta os custos da analise (GONZALEZ et al,
2009). Além do mais, o uso de reagentes concentrados € sempre perigoso e envolve
diluicdo dos digeridos antes da etapa de determinagao instrumental (BARBOSA et al,
2015; NOBREGA et al, 2012). Nesse contexto, a quimica verde visa reduzir o impacto
dos procedimentos quimicos na saude humana e meio ambiente, desse modo, muitos
procedimentos analiticos que evitam o uso de acidos concentrados podem ser
implementados sem prejudicar o desempenho analitico, além de resultar em praticas
mais seguras e com custos menores (ROCHA et al, 2013).

Ocasionalmente, o preparo de amostras solidas para determinacdo de

elementos trago pode ser feito apenas por diluicao, entretanto, para a maior parte das
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determinacdes, necessita-se decompor a matriz da amostra, o que pode ser feito por
via seca ou umida. Nessa ultima usualmente se empregam recipientes fechados e
pressurizados para evitar contaminacédo e perdas por volatilizagdo (CASTRO el al,
2009).

A digestao assistida por micro-ondas tem progressivamente se tornado um
procedimento padrdo para preparo de amostras para determinacdo de elementos
tragcos, uma vez que se tornou, gradualmente, uma estratégia para implementagao de
procedimentos analiticos mais eficientes no que diz respeito a condi¢des mais seguras
de operacao, controle de reagdes quimicas em altas pressdes e temperaturas, além
de maior eficiéncia de decomposigdo da matriz da amostra (ROCHA et al, 2013;
GARITTA et al, 2021). Essa técnica, associada ao uso de acido nitrico, tem sido
empregada para decomposicdo de matrizes biologicas em elevadas temperaturas
e/ou pressdes empregando minimas quantidades de reagentes concentrados ou
solucdes acidas bem diluidas para reduzir a acidez residual produzindo solucdes mais
compativeis com a maioria dos sistemas de detec¢do (ROCHA et al, 2013; BARBOSA
et al, 2015). O acido nitrico é frequentemente usado no processo de decomposi¢céo
de amostras por sua facil manipulagao, purificagcdo e eficiéncia na oxidacdo de
compostos organicos presentes em amostras bioldgicas (GONZALEZ et al, 2009;
CASTRO et al, 2009).

A digestao de amostras usando acidos diluidos tem se tornado uma tendéncia
devido as vantagens apresentadas, tais como o consumo reduzido de acido mantendo
a alta eficiéncia de digestdo e baixa acidez residual, os quais sao parametros
importantes no desenvolvimento de métodos mais verdes (BIZZI et al, 2017). A
eficiéncia do acido nitrico diluido na oxidagado da matéria orgénica pode ser explicada
pela regeneragdo do acido promovida pela combinagdo de espécies de Oxido de
nitrogénio com o oxigénio — quando o acido diluido promove a oxidagdo da matéria
organica na amostra, forma-se NO que é facilmente oxidado a NO2 e futuramente
reage com agua que resultando na regeneragéo do acido nitrico (BlZZI et al, 2011,
GARITTA et al, 2021). O peroxido de hidrogénio é comumente associado aos
processos de digestdo com acido nitrico diluido por contribuir diretamente no processo
de oxidacdo da matéria organica (ROCHA et al, 2013; BIZZI et al, 2017). Outro
aspecto importante a ser considerado na escolha do tipo de acido e sua concentragao
€ a técnica instrumental a ser utilizada para determinagcdo. Os reagentes usados

podem ser considerados uma fonte de interferéncia e no ICPMS os efeitos sdo mais
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pronunciados porque podem resultar em ionizacado tardia e formacdo de espécies
poliatdmicas (BlZZI et al, 2014).

Recentemente, alguns procedimentos usando a digestdo assistida por micro-
ondas e solugbes de acido nitrico diluido tém sido reportados. Gonzalez e
colaboradores, testaram a eficiéncia de um método de digestdo assistida por micro-
ondas para digestdo de amostras de graos de soja, musculo e visceras bovinos no
qual empregaram solu¢des de acido nitrico em diferentes concentragdes (GONZALEZ
et al, 2009). Nobrega e colaboradores, empregaram o uso de solugdes de acido nitrico
em diferentes concentracdes, 14,0, 7,0, 4,0, 2,0 e 1,0 mol L™, aliado ao uso de
peréxido de hidrogénio concentrado em amostras de leite integral e figado bovino e
demonstraram eficiéncia no uso de solugdes diluidas (NOBREGA et al, 2012). Bizzi e
colaboradores, 2014, usaram solugdes diluidas de acido nitrico associadas com
peréxido de hidrogénio para determinagdo de elementos trago e essenciais em
amostras de figado bovino e leite em pé (BIZZI et al, 2014). Dentre as vantagens
previamente discutidas, os autores relataram valores relativamente baixos de limites
de deteccédo e desvios padrao relativo na determinacao por ICP-MS resultante do uso
de acido nitrico diluido na digestdo das amostras.

Considerando os aspectos abordados, os reagentes usados na digestdo de
mostras biolégicas ndo devem introduzir interferentes na determinagao por ICP-MS,
as solugdes obtidas devem ter baixo teor de carbono organico dissolvido e acidez
residual e total de solidos totais dissolvidos menor que 0,1 % mv-'. Portanto, solugbes
de acido nitrico e perdxido de hidrogénio sdo os reagentes mais apropriados para
digestdo de amostras contendo altas quantidades de matriz organica e uma das
melhores opg¢des para o preparo desse tipo de amostra € o uso da digest&do assistida
por micro-ondas (BIZZl el al, 2017).

2.2.3 Determinagao via ICP-MS

Atualmente, levando em consideracao a instrumentacdo moderna usada para
determinacao elementar, ICPOES e ICP-MS séo técnicas muito bem estabelecidas e
comumente usadas para determinagao de elementos em concentra¢des muito baixas.
(MONTASTER, A., 1998). A espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado € uma das técnicas analiticas mais rapidas e sensiveis para determinagao

de 80 diferentes elementos incluindo metais pesados e elementos trago e ultra-trago
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em diferentes matrizes de amostras (RAO, R. N.; TALLUTI, M. V.N. K, 2007;
AL-HAKKANI, M. F., 2019).

Dentre as principais vantagens sobre outras técnicas espectrométricas, tais
como Espectrometria de Absorcao Atdmica, AAS na sigla em inglés, e ICPOES, pode-
se citar limites de detecgao iguais ou menores que aqueles obtidos pelo forno de
grafite, analise rapida, manipulagado de matrizes simples e complexas com um minimo
de interferéncias de matriz devido as altas temperaturas do plasma, capacidade de
deteccgao superior as observadas no ICPOES com as mesmas condi¢gdes amostrais e
habilidade de obtencao de informagao isotdpica (AL-HAKKANI, M. F., 2019).

Normalmente o plasma é produzido por meio da ionizagao do argbnio a pressao
atmosférica e sustentado por um campo energético de alta frequéncia (30 MHz) com
uma poténcia entre 1000 e 2000 W. A temperatura do plasma pode variar entre 6000
e 10000 K, apropriado para excitacao e ionizacdo de espécies elementares. A tocha
consiste em trés tubos de quartzo concéntricos dentro dos quais fluxos diferentes de
argbdnio s&o introduzidos. Quando a amostra é introduzida no plasma, por meio de
nebulizacdo pneumatica, ela sofre dessolvatacdo, vaporizagdo, atomizacao e
ionizacao antes de entrar no analisador de massas. Os ions advindos do plasma séo
transferidos para o espectrémetro de massas por meio de cones de niquel que fazem
uma interface entre uma regiao de pressao atmosférica para baixa pressao. Entdo os
ions com carga positiva sdo separados de acordo com a razdo massa carga do ion,
m/z, analisados no quadrupolo, um analisador de massas mais frequentemente
utilizado no mercado, e finalmente ions sdo detectados por uma fotomultiplicadora e
o sinal é amplificado (MONTASTER, A., 1998).
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Figura 3 - Esquema representativo de um ICP-MS: (1) amostra em solugao; (2) bomba
peristaltica; (3) nebulizador; (4) camara de spray; (5) entrada de Ar para o plasma e refrigeragao; (6)
bobinas de indugdo/ tocha; (7) cone de amostragem; (8) skimmer; (9) lentes focalizadoras; (10)
analisador de massas tipo quadrupolo; (11) detector tipo multiplicador de elétrons; (12) coletor de
dados.

(Fonte: Rao, R. N.; Talluti, M. V.N. K, 2007)

Muito recentemente, a gama de instrumentos ICP-MS baseados em quadrupolo
foi ampliada com um novo tipo de instrumento, o espectrdbmetro de massas ICP-
tandem MS/MS, que € muitas vezes referido como triplo quadrupolo ICP-MS/MS ou
ICP-QQQ. A principal diferenca quando comparado aos sistemas tradicionais € a
introdugédo de um quadrupolo adicional (Q1) antes da cela de colisdo e reacédo, o qual
pode funcionar como um filtro de massas, desse modo, permitindo entrar apenas ions
com uma razao massa carga m/z o que contribui para um controle melhor sobre
reagdes que ocorrem na cela e compreenséo sobre os mecanismos e origem dos ions
formados nas reagdes. Para a determinagao dos elementos que sofrem sobreposicao
espectral, a cela de colisdo e reagao pode ser pressurizada com um gas, reativo ou
nao reativo, e Q1 pode ser usado com um guia para os ions nos tipicos sistemas
ICPMS com cela de reacdo ou como um filtro de massas, no modo tandem MS/MS
(BALCAEN et al., 2015).
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Figura 4 - Representagido esquematica de operagédo do ICPMS-MS na determinagao da espécie
*A+.
(Fonte: Balcaen et al., 2015)

Depois da introdugcdo do primeiro instrumento comercialmente disponivel no
mercado em 1983, a técnica tem sido melhorada constantemente e muitos fabricantes
tém produzido instrumentos robustos e confiaveis com limites de deteccdo muito
baixos e alta resolucdo espectral para deteccdo isotopica multi elementar. Essa
técnica é rotineiramente empregada em diversos campos, dentre os quais se pode
citar geoquimica, ambiental, ciéncias da saude, industria (alimentos, quimica,
semicondutores e nuclear), ciéncia forense e arqueologia. (AMMANN, A. A., 2007).

Portanto, considerando a versatilidade dessa técnica instrumental, alguns
autores a empregaram na determinagdo de elementos essenciais, metais pesados,
tracos e ultra-tracos em amostras de alimentos e visceras de animais. Na Tabela 3
estdo resumidos alguns trabalhos nos quais foram empregados o uso do ICP-MS para

determinacao de metais e metaloides em amostras de diversas matrizes alimenticias.

Tabela 3 - Emprego do ICP-MS para determina¢cdes em matrizes alimenticias

(continua)

Tipo de amostra Objetivo Referéncia
Mel, carne de porco, Determinagao de Li, B, Na, Mg, Al, K, Ca, Ti, Chevallier et al,
atum, cereais matinais, V, Cr, Fe, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Ge, As, 2015
iogurtes, sucos, peixe, Se, Sr, Mo, Ag, Cd, Sn, Sb, Te, Ba, Hg, Pb e
carne bovina, cenoura. U e melhoria dos limites de quantificagdo de

alguns elementos para analise de risco em

amostras alimenticias infantis.
Nozes e outras Li, Cr, Mn, Co, Cu, Zn, As, Se, Rb, Sr, Mo, Yin et al, 2015
sementes comestiveis Cd, Cs,Ba,Pb, The U
Filé de peixe Determinacao de As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Maciel et al, 2014

Ni, Se e Zn em amostras de filé de peixes
digeridas em MIC (microwave-induced
combustion) com acido nitrico diluido.
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Rins, figado e musculo  Determinagao de As, Cd, Pb, Hg, Co, Cr, Cu, Pereira et al, 2021
de ovelhas Zn para obtencao de informacdes sobre a
nutricdo dos animais estudados.

Rim e figado bovino Determinacao de As, Cd, Pb, Cu, Se e Zn Nriagu et al, 2009
para avaliagdo da qualidade das visceras
para consumo humano.

Fonte: (Autor)

2.3 Requisitos Minimos de Validagao

Dados analiticos confiaveis sdo um pré-requisito para interpretacao correta nos
estudos cientificos assim como na rotina diaria de trabalho. Na pesquisa cientifica,
resultados nao confiaveis podem levar a super ou subestimacio dos efeitos, falsas
interpretacdes e conclusdes injustificadas. Se os erros ndo sao obvios, eles podem
permanecer indetectados durante um estudo ou investigagao especificos. A menos
que esses resultados sejam contestados por outros experts na area, eles podem ser
replicados na comunidade cientifica ou se tornar parte do conhecimento em uma
determinada area de pesquisa e causar futuras interpretacdes erradas (PETERS, F.
T.; DRUMMER, O. H. e MUSSORF, F., 2007). Assim, o resultado de uma medic¢ao é
sempre usado para subsidiar alguma tomada de decisado, seja ela a conformidade de
um produto ou servigo a alguma especificacao, ao requisito de alguma norma nacional
ou internacional ou a obediéncia a alguma lei. Surge entdo a necessidade de validar
um procedimento analitico (BRASIL, 2011).

A validagéo é um estudo experimental e documentado que objetiva demonstrar
que o procedimento analitico avaliado € adequado a finalidade proposta, de forma a
assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos (BRUCE, P., MINKKINEN, P. e
RIEKKOLA, M.L., 1998). Os parametros e critérios de validagao aplicaveis as
determinacdes dos analitos devem levar em consideragao o nivel de interesse no qual
alguma decisao sera tomada. Os parametros a serem calculados durante o processo
de validacdo de métodos para a determinagdo de contaminantes inorganicos séo
linearidade, seletividade; efeito de matriz, limite de deteccao, limite de quantificacao,
precisao (repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial), recuperagéo/veracidade
e robustez (BRASIL, 2011).
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2.3.1 Faixa de trabalho, linearidade e curva de calibragao

A faixa de concentragao de trabalho, ou faixa dindmica linear, de um método
desempenha um papel importante na validacdo do método. O intervalo de
concentracdo deve ser escolhido de forma adequada ao nivel de concentragdo dos
elementos e deve-se tomar cuidado para ndo exceder esse intervalo estabelecido
(D’ILIO et al, 2008).

O ICP-MS é uma técnica bem conhecida por se beneficiar de uma ampla faixa
dinamica linear, cerca de oito ordens de grandeza. Embora as diluicdes de amostra
possam ser Uteis, nao é viavel diluir cada amostra individualmente em razdo da gama
de concentragdes encontradas nas diferentes matrizes de amostras — mg kg™ até ng
kg?' (MILLOUR et al, 2011). A sensibilidade do procedimento analitico ¢é
principalmente determinada pelo gradiente, a inclinacdo da curva de calibracéo. Se a
curva de calibragao é uma reta, a sensibilidade é constante em toda a faixa de trabalho
e é determinada, principalmente, pela inclinacéo, b, da reta de calibracao.

A linearidade € a capacidade do método produzir resultados diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado, de forma mais simples, € a capacidade do procedimento analitico
produzir curvas de calibragao que podem ser adequadamente ajustadas pela equagao
de uma reta, portanto € necessario verificar até que ponto a faixa de concentracdo do
analito coincide com a faixa dinamica linear e finalmente a faixa de trabalho e a curva
de calibracdo devem ser estabelecidas a partir das concentracbes nas quais a
linearidade é constatada (BRASIL, 2011).

A curva de calibragao pode ser preparada de trés maneiras distintas. Curva de
Calibracdo do Analito em Solugdo (CCAS), construida a partir dos padrbes de
calibracdo do analito puro em solvente e utilizada apenas quando comprovada a
inexisténcia de efeito de matriz. A CCMBF, Curva de Calibragdo da Matriz Branca
Fortificada € construida a partir da matriz branca fortificada com os padrées de
calibracdo do analito puro e a Curva de Calibragdo do Extrato da Matriz Branca
Fortificado, CCEMBF, construida a partir do extrato da matriz branca fortificado. As
curvas de calibragdo devem ser construidas de forma que haja no minimo cinco niveis
(I) de concentracao (I 2 5), distribuidos, preferencialmente de forma equidistante, cada
nivel de concentracao deve ter sua solugao preparada independentemente no minimo

trés vezes (J =2 3), em que J € uma replicata independente. Cada solugéo da curva de
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calibracdo deve ser lida aleatoriamente, inclusive solucbes de mesma concentracéao,
e em uma quantidade L de vezes tal que ao final o nUmero de respostas instrumentais
seja maior que trinta (Ny= 30), em que Ny € o numero total de leituras. O método dos
minimos quadrados ordinario (MMQO) podera ser utilizado quando as respostas
instrumentais forem homoscedasticas. Em caso de heterocedasticidade, o método
dos minimos quadrados ponderados podera ser empregado para estimativa dos
parametros de calibracdo — intercepto, inclinacdo e coeficiente de correlagdo, além
dos desvio-padréo e covariancia entre eles (BRASIL, 2011).

2.3.2 Seletividade e efeito de matriz

A especificidade e a seletividade estao relacionadas ao evento da deteccéo.
Um método que produz resposta instrumental para apenas um analito € chamado
especifico, enquanto outro que produz respostas para varios analitos, mas que pode
distinguir a resposta de um analito da de outros, € chamado seletivo (INMETRO,
2003).

A seletividade analitica esta relacionada com a medida na qual o método pode
ser usado para determinar analitos particulares em misturas ou matrizes sem
interferéncias de outros componentes com comportamento semelhante. As
interferéncias podem causar aumento ou diminuicdo da resposta instrumental. A
magnitude do efeito normalmente é proporcional ao sinal, portanto chamado de efeito
proporcional e algumas vezes de efeito rotacional, esse efeito pode mudar a inclinagao
da curva de calibragdo, mas nao o intercepto. Um efeito transacional, ou efeito fixo, €
consequente de um sinal produzido por interferéncias presentes em uma determinada
solucdo e é independente da concentracdo do analito. Esse efeito é frequentemente
referido como uma interferéncia de background e afeta o intercepto, mas nao a
inclinagdo da curva de calibragdo. Nao é incomum que ambos os efeitos estejam
presentes simultaneamente (EURACHEM, 2014).

A verificagcao da seletividade do procedimento analitico deve ser realizada a
partir da comparacao das respostas instrumentais advindas do processamento da
matriz fortificada e do analito puro em solvente. Efeito de matriz € um estudo de
seletividade que objetiva averiguar possiveis interferéncias causadas pelas diversas
substancias que compdéem a matriz amostral, gerando, basicamente, fenbmenos de

diminuicdo ou ampliagdo da resposta instrumental (BRASIL, 2011). Varios testes e
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suas estatisticas correspondentes podem ser utilizados para o estudo da seletividade
dependendo da disponibilidade do analito, da matriz sem o analito e de amostras de
referéncia nas concentragdes de interesse. Se a matriz da amostra sem analito ou um
grupo satisfatorio de amostras de referéncia estao disponiveis, podem ser aplicados
os testes F (Snedecor) de homogeneidade de variancias e o teste t (Student) de
comparacao de médias, ou entdo realizada a analise dos desvios em relacdo aos
valores de referéncia (INMETRO, 2003).

2.3.3 Limite de detecgao e limite de quantificagao

Quando medidas sao feitas em baixas concentragdes, ha trés conceitos a
serem considerados. Primeiro, precisa-se estabelecer um valor de um resultado para
determinado analito que seja significantemente diferente de zero. Nesse nivel de
concentracdo esse valor € chamado de “valor critico”, “valor de decisdo” ou CCa.
Segundo, & importante conhecer a menor concentragdo do analito que pode ser
detectada por um método em um determinado nivel de confianca. Nesse caso, sao
usados termos como limite de detecgdo (LD), valor minimo detectavel ou CCpB.
Finalmente, é importante estabelecer a menor concentragdo na qual a performance &
aceitavel para uma determinada aplicacdo, tal valor é definido como limite de
quantificacéo, LQ. A terminologia relacionada a todos esses conceitos € muito diversa.
Em procedimentos de validagédo, LD e LQ, sdo os parametros mais comumente

determinados (EURACHEM, 2014).

2.3.4 Precisao

A precisdao de um método é a estimativa da dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padroes, em condicdes definidas. As trés maneiras de expressa-la sdo por meio da
repetitividade e da precisdo intermediaria (ou reprodutibilidade interna ou
reprodutibilidade intralaboratorial) (EURACHEM, 2014).

A repetitividade € a precisao intracorrida, ou seja, € o grau de concordancia

entre os resultados de medi¢des sucessivas, efetuadas sob as mesmas condi¢des de
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medicdo. Para avalia-la deve-se proceder a preparacdo e analise de MRC’s ou
amostras de matrizes brancas fortificadas com os analitos e calcular a concentracao
determinada para cada amostra, as concentracbes médias, os desvios-padrao e
coeficientes de variacao de repetitividade em cada nivel de concentragao. A precisao
intermediaria refere-se a precisao intermediaria avaliada sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padroes, utilizando 0 mesmo método, mesmo laboratério, mas
alterando algumas condig¢des, tais como dias de analise, analistas, equipamentos e
condigbes ambientais. Assim o estudo da precisdo intermediaria constitui-se
essencialmente em reproduzir os estudos de repetitividade em diferentes condicoes
experimentais dentro de um laboratério (BRASIL, 2011)

Em condigbes de repetitividade, o coeficiente de variagdo deve tipicamente
situar-se abaixo de dois tercos dos valores apresentados na Tabela 1 conforme a faixa
de concentragcdo. No caso de analises repetidas de uma amostra em condigdes de
precisdo intermediaria, o coeficiente de variacao intralaboratorial da média nao deve

exceder aos valores da Tabela 4.

Tabela 4 - Critérios de aceitagdo da reprodutibilidade
Coeficiente de variagao (CV)

%

Concentragao (c)

c <1 ugkg 35

1 ug kg'<c <10 ug kg 30
10 ug kg'< ¢ <100 pg kg 20
100 pg kg'<c <1 mg kg™ 15
1mgkg'<c <10 mg kg™ 10
10 mg kg'< ¢ < 100 mg kg 7,3
100 mgkg'<sc<1gkg" 53
1gkg'<c<10gkg™ 3,7
10 g kg'<c <100 g kg™ 2,7
100 g kg'< ¢ < 1kg kg 2,0

(Fonte: BRASIL, 2011)

2.3.5 Veracidade e recuperagao

A veracidade pode ser definida como o grau de concordancia entre a média de

um numero infinito de valores medidos repetidos e um valor de referéncia. Em outras
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palavras, é a concordancia entre a média de um numero suficientemente grande de
resultados de um ensaio e o valor de referéncia aceito convencionalmente como
verdadeiro. A veracidade esta inversamente relacionada ao erro sistematico ou a
corregao ou ao fator de corregdo (BRASIL, 2011).

A determinacao da veracidade deve ser feita por intermédio de ensaios de
recuperacao utilizando-se material de referéncia certificado — MRC. Caso nao haja
MRC disponivel, a determinagado da recuperacdo deve ser feita por intermédio de
matriz branca fortificada. Na falta de uma matriz branca pode-se usar uma amostra de
ensaio com baixa concentracido do analito. Nao se deve confundir a recuperagao com
a eficiéncia de extragcédo ou de digestdo da amostra. A recuperagao mede a tendéncia
total do procedimento analitico sendo uma expressao de sua veracidade e tem por
objetivo corrigir o resultado da analise dos erros sistematicos oriundos dos efeitos de
extracao ou digestdo e das perdas advindas de todas as etapas da marcha analitica,
realizadas até a leitura da resposta instrumental (BRASIL, 2011; EURACHEM, 2014).

2.3.6 Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta
face a pequenas alteragdes. Quanto maior for a robustez de um método, mais
reprodutiveis serdo os resultados obtidos pelo referido método e maior a confianca
desse método quanto a sua precisdao. Uma forma de avaliar a robustez de um método
€ por meio do teste de Youden, com o qual também pode-se ordenar a influéncia de
cada uma das variagcdes nos resultados, indicando qual o tipo de influéncia de cada
uma (INMETRO, 2003).

Dentre os fatores podem afetar o resultado analitico podem ser citados as
condi¢cdes de armazenamento, condicbes ambientais e/ou de preparagao da amostra,
origem e estabilidade dos reagentes, composi¢édo da amostra, tamanho (massa ou
volume) da amostra, as condi¢des de pH, temperatura, tempo, composi¢do da mistura
de solventes ou reagentes para a abertura/extragcao/digestao/limpeza da amostra e
configuragdes do instrumento de medigao. As etapas do estudo de robustez consistem
na identificacdo dos possiveis fatores que possam influenciar os resultados; variacéo
dos fatores em pelo menos dois niveis; realizagdo dos experimentos pela abordagem
classica, na qual um fator é avaliado por vez, ou pela abordagem do planejamento

fatorial completo ou fracionario; identificacdo dos fatores mais significativos sobre o
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resultado da medicdo analitica e estudo detalhado sobre eles de forma que néao
comprometam a veracidade e a precisdo do método e finalmente, explicitacdo dos
fatores que afetam o procedimento de analise ressaltando-se os cuidados especiais
com esses fatores. Caso seja verificado que n&o ha influéncia, ou ha fraca influéncia,
de pequenas variagdes dos fatores estudados o procedimento analitico é classificado
como robusto e adequado para as analises de rotina. Em caso de verificagcado de forte
influéncia dos fatores estudados, o procedimento pode ser considerado como nao
robusto e inadequado para as analises de rotina; procedimento analitico de uso
restrito, ou procedimento analitico ndo robusto e inadequado para as analises de

rotina na faixa de variagdo estudada dos fatores de influéncia (BRASIL, 2011).

2.3.7 Expansao de escopo

Para a inclusdo de novas matrizes em procedimentos analiticos validados
devem ser avaliados, no minimo, os parametros de seletividade/efeito de matriz,
veracidade/recuperacado e repetitividade para comprovar que a inclusdo da nova
matriz ndo altera o desempenho do método. As novas matrizes podem ser
representadas por tecidos diferentes de uma mesma espécie (e.g., figado e rim
bovino); o mesmo tecido de espécies diferentes (e.g.,rim bovino, rim suino), ou até
tecidos diferentes de espécies diferentes (e.g.,figado de peixe e rim bovino) (BRASIL,
2011).

As curvas de calibragdo envolvidas nesses estudos devem contemplar uma
faixa de calibragdo que inclua os niveis de interesse de ambas as matrizes. Para a
inclusdo da nova matriz, o estudo comparativo do efeito de matriz entre as duas curvas
de calibracdo envolvendo a nova matriz e a velha matriz € semelhante ao estudo
realizado na seletividade e efeito de matriz. Apods a realizagcdo das duas curvas de
calibragao, aplica-se o teste t de Student para verificar a igualdade estatistica dos
interceptos a1 e a2 e das inclinagdes b1 e b2 das curvas de calibragdo com a velha e a
nova matriz. Tendo sido aprovada a inclusdo da nova matriz ou dos novos analitos
através da comparacao de suas curvas de calibragao, procede-se entdo aos estudos
da veracidade e da precisdo para cada analito na nova e na velha matriz. Se a
veracidade e a precisdo dos analitos na nova matriz forem iguais ao da velha matriz,
entdo a analise de rotina dos analitos na nova matriz podera ser feita com a curva de
calibragao da velha matriz (BRASIL, 2011).
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3 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo principal desenvolver e validar uma
metodologia para a analise de metais e metaloides em amostras de tecidos animais

via digestao assistida por micro-ondas e determinagao por ICP-MS.

3.10bjetivos especificos

De modo a alcangar o objetivo geral, o presente trabalho tem os seguintes
objetivos especificos:

3.1.1 Otimizar o processo de moagem de figado bovino no moedor IKA Ultra Turrax®
Tube Drive

3.1.2 Otimizar os parametros de digestao por micro-ondas da amostra de figado
bovino no digestor por micro-ondas CEM-MARS 6 One Touch, incluindo o
emprego de solugao acida diluida.

3.1.3 Empregar os requisitos minimos de validagao previstos no Manual da Garantia
Analitica do MAPA, a saber, linearidade, seletividade, efeito de matriz, limite de
deteccao e quantificagado, precisao, recuperagao e robustez.

3.1.4 Avaliar os resultados obtidos na validacgao.

3.1.5 Realizar experimentos para expansio de escopo do método analitico validado
para as seguintes matrizes: figado suino, de galinha e de peixe, rim bovino e

suino, musculatura de peixe e sangue bovino.
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4 METODOLOGIA

4.1Instrumentagao e materiais

Espectrdmetro de massas triplo quadrupolo acoplado a plasma induzido (ICP-
MS/MS) - Agilent 8900 ICP-QQQ.

Amostrador automatico Agilent SPS4.

ULTRA-TURRAX® Tube Drive equipado com tubos BMT-20 e esferas de
borossilicato.

Micro-ondas CEM MARS 6 iWave One Touch.

Rotor MARSXpress e tubos PFA de 20 mL.

Balancas analiticas Mettler-Toledo ME204/A e Shimadzu AUY220.
Micropipetas de 10-100 uL; 20-200 uL e 100-1000 L.

Repipetador automatico Eppendorf.

Destilador de acidos Millestone Duopur Quartz.

Purificador de agua Elga Veolia Purelab Flex 3.

Centrifuga Hettich Universal 320.

4.2 Reagentes e solugoes

Agua 18,2 MQ.cm.

Acido nitrico EMSURE® ISO Merck 65 % v v''.

Peroxido de hidrogénio EMSURE® ISO Merck 30 % v v

Solugbes padrdo monoelementar Sigma Aldrich 1000 mg L' de arsénio, niquel,
chumbo e cadmio.

Solugéo padrdo monoelementar Merck 1000 mg L' de vanadio.

Solugdo padrdo monoelementar SPEXertificate® 1000 mg L' de galio.

Solugbes padrdao monoelementar Inorganic Ventures 1000 mg L' de zinco, ferro,
cobalto, cobre, cromo, bario, aluminio, indio, germénio, escandio, bismuto, mercurio,
antimdnio, molibdénio e uranio.

Solugdo padrdo multielementar 50 mg L' de terras raras contendo cério, disprésio,
érbio, eurdpio, gadolineo, hélmio, lantanio, lutécio, neodimio, praseodimio, samario,

escandio, térbio, tulio e itérbio.



43

4.3 Procedimentos experimentais

4.3.1 Otimizacao da moagem

Para realizar a moagem das amostras foi utilizado o moedor IKA Ultra Turrax ®
Tube Drive. Inicialmente foram feitos testes de moagem com o tubo DT-20 e amostras
de figado suino (FS), figado de galinha (FG) e figado bovino (FB) adquiridas no
mercado local. As amostras foram previamente cortadas com auxilio de uma faca de
zircbnia e aliquotas menores foram separadas e armazenadas em potes de plastico a
temperatura de -5 °C. Os parametros estudados foram massa de amostra, massa de
agua e tempo de moagem.

O tubo DT-20 foi o primeiro a ser utilizado nos experimentos por ser o tubo
indicado pelo fabricante para amostras de tecidos animais. Inicialmente foi utilizada
uma amostra de figado suino para estudar os parametros massa de amostra, massa
de agua e tempo de moagem. As melhores condigbes obtidas nesses parametros
foram replicadas em uma amostra de figado bovino.

Em seguida, os parametros massa de amostra, massa de agua e tempo de
processamento foram estudados utilizando o tubo BMT-20 com uma amostra de
figado bovino e todos os testes neste modelo de tubo foram realizados com adi¢ao de
10 esferas de borossilicato e rotacao de 4000 rpm.

Um novo conjunto de testes foi feito no tubo BMT-20 substituindo-se a massa
de agua por solugdes de acido nitrico em diferentes concentragbes. Foram
adicionados 2 g de &cido nitrico 22 % v v'' em uma aliquota de 4 g de amostra de
figado bovino e 2 g de acido nitrico 50 % v v'' em outra aliquota de 4 g de amostra de

figado. As duas aliquotas foram processadas a 4000 rpm por 10 min.
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| J K L
Figura 5 - Desenvolvimento da moagem de figado bovino Ultra Turrax. (A) amostra de figado
bovino in natura; (B) e (C): amostra de figado cortada com faca; (D): tubo DT-20; (E): processamento
Ultra-Turrax; (F): amostra processada no tubo DT-20 (teste 11); (G), (H) e (l): amostra de figado
bovino processada no tubo BMT-20; (J )e (K): amostra de figado bovino processada em meio acido
nitrico 22% v v-1 no tubo BMT-20; L: amostra de figado de galinha processada em meio acido nitrico
22% v v-1 no tubo BMT-20.

(Fonte: Autor)

4.3.2 Teste da eficiéncia de moagem

Depois de definidos os parametros da moagem, cinco aliquotas independentes
da amostra de figado bovino foram processadas no Ultra Turrax® apds adigdo de
aliquotas de padrdes de galio, indio e iridio. Esses elementos foram utilizados pois
sua ocorréncia natural nessa matriz amostral € improvavel.

Em uma aliquota de 4 g da amostra de figado bovino foram adicionados 2 g de
solugado de acido nitrico 22% v v-'. Essa amostra foi processada no UltraTurrax Tube
Drive® no tubo BMT-20 com adi¢ao de 10 esferas de borossilicato por 10 min a 4000

rom. Foram pesadas cinco aliquotas de 200 mg da mistura obtida em tubos PFA de
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20 mL, aos quais foram adicionados 500 uL de perdxido de hidrogénio 30 % v v,
1500 pL de agua 18,2 MQ.cm e 1500 uL de acido nitrico 65 % v v’ destilado.

Em uma segunda aliquota de 4 g da amostra de figado bovino foram
adicionados 2 g de solugéo de acido nitrico 22% v v fortificada com padrdes de galio,
indio e iridio de forma que a concentracao final, apds a etapa de digestao e aferigao
do volume, ficasse igual a 50 ug L' de galio e 5 yg L' de indio e iridio. A aliquota foi
processada no UltraTurrax Tube Drive® usando o tubo BMT-20 com adi¢do de 10
esferas de borossilicato por 10 min a 4000 rpm.

Foram pesadas cinco aliquotas de 200 mg da mistura obtida em tubos PFA de
20 mL aos quais foram adicionados 500 uL de peréxido de hidrogénio 30 % v v-', 1500
uL de agua 18,2 MQ.cm e 1500 pL de &cido nitrico destilado 65 % v v-'. Logo em
seguida, essas aliquotas foram pré-digeridas a frio por 15 min e entdo foram digeridas
em micro-ondas sob as seguintes condi¢des: poténcia maxima 800 W, rampa de
aquecimento 20 min até 180°C seguido de 20 min de digestdo a 180°C e 15 min de
resfriamento. Apos completo resfriamento (30 °C) as amostras foram transferidas para
tubos Corning ®, o volume final foi aferido até 15 mL com agua 18,2 MQ.cm e a
solugdes resultantes homogeneizadas e armazenadas em geladeira (4 °C) até a
leitura no ICP-MS/MS para avaliagado dos sinais analiticos dos isétopos "'Ga, ''5In e
193]r seguindo o calculo da média, desvio-padrao e RSD. Por fim, considerou-se como
parametro para uma homogeneizagéo aceitavel, um RSD menor que 5%. A Figura 6
a seguir ilustra as etapas do procedimento:
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HNO, 22%
+
Ga,In, Ir

P —
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8
5
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o
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w

' 71Ga, 5In e %%Ir : média, desvio-

padrao e RSD
RSD < 5%

Figura 6 - Representagédo esquematica das etapas do teste de eficiéncia de moagem.
(Fonte: Autor)

4.3.3 Otimizacao da digestao

Em uma aliquota de 4 g da amostra de figado bovino foram adicionados 2 g de
solugéo de acido nitrico 22% v v! fortificada com padrées de gdlio, indio e iridio de
forma que a concentracgéo final, apds a etapa de digestao e avolumacgao (15 mL) fosse
igual a 42 ug L' de galio e 4,2 ug L' de indio e iridio. Foram adicionados 30 uL de
uma solugdo multielementar de 50 mg L' de Al, As, Ba, Cd, V, Cr, Hg, U, Ni, Pb, La,
Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Sm, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Co e Mo de forma que a
concentracgao final do conjunto de amostras fortificadas, apds a etapa de digestéao e
aferigdo do volume, fosse igual a 4,2 ug L-'. Essa aliquota foi definida como amostra
fortificada.

Em uma segunda aliquota de 4 g da amostra de figado bovino foram
adicionados 2 g de solugao de acido nitrico 22% v v-' e padroes de Ga, In e Ir de forma
gue a concentracao final, apds a etapa de digestéo e aferigdo do volume, ficasse igual
a42 ugL'de Gae 4,2 ugL'de In e Ir. Essa aliquota, fortificada apenas com Ga, In
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e Ir, foi definida como amostra branca. O conjunto de amostras branca e fortificada foi
processado no UltraTurrax Tube Drive® no tubo BMT-20 com adicdo de 10 esferas
de borossilicato por 10 min a 4000 rpm. As amostras fortificadas e nao fortificadas
foram pesadas em quadruplicata variando as quantidades de acido nitrico destilado

65 % v v'!, peroxido de hidrogénio 30 % v v! e dgua 18,2 MQ.cm de acordo com a
Tabela 5 abaixo:

Tabela 5 - Esquema de adigdo de reagentes
Reagentes (mL) Conc. final de HNO3s: H20;

Amostras HNO;: H,0,: Hz0 (% wv)
Amostra Fortificada 1 a 4 0,6:0,2: 2,2 4:1,3
Amostra Fortificada 5 a 8 0,9:0,3:1,8 6:2,0
Amostra Fortificada 9 a 12 1,2:.0,4:14 8:2,6

Amostra Branca 1 a 4 1,2:.0,4:14 8:2,6
Branco analitico 1 a 4 1,2:0,4: 1,4 8:2,6

Fonte: (Autor)

Apods adigao dos reagentes, as aliquotas foram pré-digeridas a frio por 15 min
e entdo foram digeridas em micro-ondas sob as seguintes condigcbes: poténcia
maxima 800 W, rampa de aquecimento 20 min até 180°C seguido de 20 min de
digestdo a 180°C e 15 min de resfriamento. Apés completo resfriamento (30 °C) as
amostras foram transferidas para tubos Corning ®, o volume final foi aferido até 15 mL
com agua 18,2 MQ.cm e a solugdes resultantes homogeneizadas e armazenadas em
geladeira (4 °C) até a leitura no ICP-MS/MS para determinagdo de 2’Al, 5V, 52Cr,
59C0,60Ni, 75As, Mo, 114Cd, 121Sb, 138Ba, 139 g, 140Ce, 141Pr, 146Nd, 147Sm, 153Eu, 159Tb),
160Gd, '63Dy, 16°Ho, "68Er, 169Tm, 172Yb, 175Lu, 2°"Hg, 2%°Pb e 238U. A Figura 7 ilustra as

principais etapas envolvidas na otimizagao da digestao.
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HNO, 22%
+
30 uL de solugao
multielementar

|

4 aliquotas: 0,6 ml HNO, + 0,2 mL H,0, + 2,2 mL H,0
4 aliquotas: 0,9 ml HNO, + 0,3 mL H,0, + 1,8 mL H,0
4 aliquotas: 1,2 ml HNO, + 0,4 mL H,0, + 1,4 mL H,0

15 mL

Recuperagio 80 -120 %

271, 51, 52Cr, 59C0,50Ni, 75As, Mo, 114Cd,

121§, 12883, 139La, 140Ce, 141Pr, 146Nd, 147Sm,

153Ey, 159Th, 169Gd, 153Dy, 165Ho, 165ET, 169Tm,
172yp, 175y, 201Hg, 206Pp e 238U,

Figura 7 - Representacao esquematica das etapas da otimizagao da digestao.
(Fonte: Autor)

As amostras obtidas nesse teste foram analisadas no ICPOES para
determinacdo de carbono orgénico total. Uma solugéo padrdao de acido oxalico de
10.000 mg L' foi preparada a partir da dissolugdo de 5,2638 g do reagente
monoidratado em 100 mL de agua 18,2 MQ.cm. Em seguida, foram preparadas
solucdes para a curva analitica com as concentracdes de 0; 50; 100; 200; 500; 1000;
5000 e 8000 mg L-'. O carbono foi analisado no ICPOES na vista axial e comprimento
de onda 175,22 nm.

4.3.4 Estudos de Validagao

A validagcao do método para determinagao de metais e metaloides em amostras

de figado bovino, bem como a expansao de escopo do método para analise de outros
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tecidos animais, foi feita conforme descrito no Manual da Garantia da Qualidade
Analitica (BRASIL, 2011), exceto quando citado neste trabalho.

A amostra de figado bovino adquirida no mercado local foi definida como
amostra branca para os parédmetros de seletividade, efeito de matriz, limite de
deteccao e quantificagao, precisao, recuperagao e robustez.

Com o objetivo de melhorar a rotina analitica e minimizar erros e contaminacgao,
uma solugdo de acido nitrico 22 % vv! foi preparada para substituir os volumes
separados de adigdo de agua e acido nitrico 65 % vv-'. Um volume de 2,8 mL dessa
solugao tem a quantidade equivalente de acido nitrico e agua definidos no resultado
do estudo da etapa de otimizagao da digestéao.

Exceto quando mencionado, todas as aliquotas de figado bovino para estudo
dos parametros da validagdo foram preparadas a partir da adigdo de 2 g de acido
nitrico 22% vv-' em 4 g da amostra e posterior moagem no Ultra Turrax Tube Drive®
utilizando 10 esferas de borossilicato a uma rotagao de 4000 rpm por 10 minutos. A
digestéo de aliquotas de 200 mg de todas as amostras moidas foi feita no micro-ondas
sob as mesmas condi¢des, poténcia 800 W, aquecimento 20 minutos até 180 °C,
digestdo 20 minutos a 180 °C e tempo de resfriamento de 15 minutos, as quais
previamente adicionados 200 pL de peroxido de hidrogénio 30 % vv' e 2,8 mL de
solugdo de acido nitrico 22% vv'. Depois de preparadas as amostras foram
centrifugadas por 10 min a uma rotagdo de 5000 rpm em uma centrifuga Hettich
Universal 320.

4.3.41 Determinacgao da faixa de trabalho

A faixa de trabalho foi determinada a partir da analise de uma amostra de figado
bovino adquirida no mercado local. Essa amostra foi quarteada e moida no Ultra
Turrax Tube Drive® e cinco aliquotas foram digeridas no micro-ondas.

Apds completa digestdo e resfriamento, cada replicata do digerido foi
transferido para um tubo Corning® de 15 mL, aos quais foram adicionados 120 uL de
solugéo padrdo interno — 250 ug L' de In, Ir e Bi; 500 ug L' de Ge e 2000 ug L' de
Rh e 120 pL de solugdo padréo interno 2000 ug L' de Sc e 5000 ug L' de Ga.
Finalmente a solucéo foi aferida com agua 18,2 MQ.cm até 12 mL, homogeneizada e

centrifugada.
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Uma curva analitica exploratéria foi preparada em meio de acido nitrico 5% nas
seguintes faixas de concentragdo para todos os analitos: PO; 0 ug L', P1; 0,2 ug L',
P2;0,5ug L', P3;1,0ug L', P4;20ugL" P5;4,0ugL" P6;8,0ugL" P7;16 ug
L', P8; 24 ug L' e P9; 32 ug L' e cada solugéo padrao foi fortificada por meio da
adicdo de 50 pyL de uma solugao contendo galio, indio e iridio. As amostras foram
diluidas 50 vezes para analise de ferro, cobre e zinco. As amostras e a curva foram
analisadas no ICP-MS/MS nas condi¢gdes experimentais detalhadas na Tabela 6 e
determinada a concentragdo dos analitos na amostra de figado bovino. A Figura 8
representa o esquema que contempla as etapas realizadas no experimento de

determinacao da faixa de trabalho.

Amostra de figado bovino

adquirida em mercado
local e quarteada. Moagem no Ultra Turrax® Tube

Drive com &cido nitrico 22% vv-' + 10 esferas
de borossilicato; 10 min a 4000 rpm.

800W: 20 min até 180 °C; 20 min a 180 °C;
15 min resfriamento.

5 aliquotas 200 mg + 200 pL de H,0, 30 %
v+ 28 mL de HNO; 22% vv-'.Padrées internos.

120 pL: In, Ir e Bi (250 pg L") + Ge (500 pg
L") + Rh (2000 pg L")

120 pL: Sc (2000 pg L) + Ga (5000 pg L)
Centrifuga: 10 min a 5000 rpm.

ICP-MS/MS
Curva analitica exploratoria fortificada com
In, Ir, Bi, Ge, Rh, Sc e Ga.
PO; O pg L', P1; 0,2 pug L', P2; 0,5 pg L,
P3; 1,0 yg L', P4; 2,0 yg L', P5; 4,0 yg L', P6; 8,0

gL', P7;16 ug L', P8; 24 pg L' e P9; 32 ug L.

Cu, Fe e Zn: determinados apés diluicdo de 50
vezes.

Figura 8 - Representagido esquematica das etapas de determinagao da faixa de trabalho.
(Fonte: Autor)
Todos os analitos foram analisados no modo colisdo com o gas hélio. A partir
dessas informacdes a faixa de trabalho foi determinada. A faixa escolhida para os

elementos vanadio, cromo, cobalto, arsénio, cadmio, antimdnio, bario, mercurio,
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chumbo, uranio, lantanio, cério, praseodimio, neodimio, samario, eurdpio, térbio,
gadolinio, disprésio, holmio, érbio, tulio, itérbio e lutécio foi 0,5 ug L*; 1,5 ug L'; 2,5
pug L' 3,5 ug L' e 4,5 ug L. Para os elementos aluminio, manganés e cobre a faixa
determinada foi 10 ug L™'; 30 uyg L-*; 50 ug L*; 70 ug L' € 90 ug L' e para os elementos
molibdénio, ferro e zinco 3 ug L'; 9 ugL"; 15 ug L"; 21 ug L' e 27 ug L.

Tabela 6 - Condi¢cdes experimentais de operagdo do ICP-MS/MS

Condic6es experimentais ICP-MS/MS Agilent 8900 ICP-QQQ

Poténcia (W) 1550
Vazao gas de nebulizagéo (L min-') 1,07
Vaz&o do Plasma (L min) 15,0
Vazao do gas auxiliar (L min-') 0,90
Rotagédo da pomba peristaltica (rps) 0,10
Vazao hélio (mL min-) 5
Sample uptake (s) 48
Padrdes Internos Analitos
453¢ 56Fg, 63Cy
GQGa GGZn
2Ge 51\, 52Cr
103 Rh 95 Mo
15 27/, 55Mn, 59Co, ®°Ni, 75As, 114Cd,
In 1215 13883
139|_a, 140Ce, 141Pr, 146Nd, 147Sm,
193 Ir 153Eu, 159Tb, 160Gd, 163Dy, 165Ho,
166Er, 169Tm, 172Yb, 175|_u
209Bi 201Hg, 206Pb, 238U

Fonte: (Autor)

4.34.2 Linearidade

Depois de determinadas as faixas de trabalho para cada um dos analitos, foram
preparadas trés replicatas independentes e a leitura, em duplicata, inclusive das
solucdes de mesma concentracao, foi feita em ordem aleatéria. Entre cada leitura foi
utilizada uma solugdo de HNO3 5% v v-! para limpeza do sistema de introdugéo de
amostras como cuidado para evitar contaminag&o cruzada.

Com os dados obtidos, prosseguiu-se o calculo para definigdo da equacéao de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados ponderados relativo, MMQPR.
A estimativa da intersecao, aw, € inclinacido, bw, foram determinados para cada um
dos analitos de acordo com a equacéo 1.

yi = aw + byx; (1)

onde:
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yi = variavel independente; resposta instrumental estimada pela equagéao de
regressdo do MMQPR.

aw = estimativa da intersecgao a

bw = estimativa da inclinacédo b

xi = variavel independente; concentragdes conhecidas do analito nas solugdes

padrao de calibracdo em cada nivel de concentracao

_sxyw | iy X wi Bl X wixigij- Bl X wixi- X, B, wigij

Shes Doy Wi Shey Xy wixi2=(Si_, T, wiaxi)®

bw

Sxxw

Em que:

Sxyw = §=1 Z§=1Wi(xi - xw)(yij - w) (3)

Swxw = £=1 Z§=1 wi(x; — Xy )2 (4)
. K norm
wi=="3 (5)

K norm = (Syi?)médio (6)
Substituindo (5) em (6) temos:

onde:

Vij = respostas instrumentais médias de cada nivel

wi = peso para a resposta instrumental de um dado nivel

Knorm = constante de normalizagdo para o MMQPR; média das variancias das
respostas instrumentais dos | niveis de concentracédo da curva de calibragao.

Syi? = média das variancias de todos os niveis |

syi? = variancia do nivel |

ay = }_7 —b,x, = Zg:l Z:§=1 wi xi® Z§=1Z§=1 wi.yij— Z€=1 Z§=1 wixi- Zf:12§=1 WixLyij
w w wAw Zlezlewi.xiz—@f:l Zle wixi)?

(8)

G = Z{=1Z§=1Wi}_’ijl _ Z{=1Z§=1Z%=1Wi%jl
w = =
Sy wi LxT, ¥ wi

9)

1 1 L
_ Zi=12§=1wixi _ Zi:12§=121=1xi

Xw = 1 J Y J L
Zi=12j=1Wi Zi=12j=121=1wi

(10)

As variancias do intercepto, S?*(aw), e da inclinagéo, S?(bw), assim como a covariancia

entre eles, S?(aw,bw), foram dados por:
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I J
Liz1 Xjoq wixi®

52 (ay) = Srrm X Knorm (1 1)
pum Yo wi
Sz(bw) = #XKnorm (12)

I J
Tiz1 g Wixi®

SXXW

Sz(awbw) = cov(awbw) = - X Knorm (13)

Em que:
— ] _ J J J
Sxxw - £=12j=1Wi (xi _xw)z - £=1 Z]'=1Wi £=12j=1 w; xiz - (Z£=12j=1 Wi xi)z

(14)

Os residuos de regressao, ejj, bem como o residuo ponderado, eijw, para cada uma
das Ny respostas instrumentais foram estimados por:
eyiji = Yiji — Vi = Yiji — (Qw + byXy) (15)
eyijiw = Wi(Viji — 9i) = wilviji — (@ + byxi)] (16)
Onde:
yiji = resposta instrumental média
A partir da regressado ponderada foram calculados os Ny residuos normalizados ou
ponderados (17) para construgao do grafico de dispersao dos residuos normalizados
da regressao em fungédo da concentragao a fim de comprovar a ndo homogeneidade

das variancias (heterocedasticidade).

P

— _Cyijl

eyijl,norm g (17)
resy;

Em que:
Sres, Yi = desvio padrao das respostas instrumentais independentes em cada j-€simo

nivel de concentragao.

A avaliagdo dos pontos duvidosos, aberrantes ou extremos (outliers) da curva
das respostas instrumentais de calibragao foi realizada por meio da equacéo 18.

_ leyijil

yijicalc = = leyijinorm| (18)

resyi

Onde:

eyijl = residuo de regressao, definido na equacéo 15
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Sres, i = desvio padrao amostral das respostas instrumentais do i-€simo nivel de

concentracgao, definido pela equacéao (19)

_ Z§=1 Y 0iji=9i)?
resyi IXJXL—1

(19)

Se o valor de tyiji, calculado para um ponto duvidoso da curva de calibracédo for menor
ou igual ao valor de teritico tabelado, terit, bilateral, para nivel de confianga igual a 95% e
(k-L-1) graus de liberdade, considera-se que o ponto pertence a curva e a faixa até

ele é linear.

O coeficiente de correlagao linear, rw, € em seguida, o coeficiente de determinacéo, r?,

foram estimados pelas equacdes 21 e 22:

S.
P, = —22 (20)

\/Sxstyyw

Onde:
1
— 5 5 2
Syyw - Z z Wi (Yi] YW)

i=1j=1

Logo:
- Shea X wishey B wogi Sl B woa B 3wy @)

- 1 ) i} 2
By T wisl Bl win —(Bho, B wix? V2x(Eh, B wish 3 wisd- el B wai)?)

r? =1,%(22)

A estatistica de tw para a regress&o da curva de calibragao foi calculada por

trw = [T /fi;j (23)

Se o valor de tw para a regresséo da curva de calibragao for maior ou igual ao valor

de teritico, tabelado, bilateral Para nivel de confianga igual a 95% e (Nx — 2) graus de liberdade,
considera-se que a faixa é linear, ou seja, rejeita-se a hipotese Ho: rw=0 de que n&o
ha correlagdo entre x e y.

Também foram realizados os testes Dixon para verificacdo da auséncia de

outliers dos residuos calculados, Anderson-Darling, Durbin-Watson, Levene



55

respectivamente, para checar normalidade, independéncia e homocedasticidade dos

residuos, seguidos de um teste que quantidade de residuos.

a) Dixon

A auséncia de outliers nos residuos calculados foi verificada para cada nivel de
concentragao por meio do emprego do teste estatistico Dixon. Os valores médios de
resposta instrumental foram ordenados em ordem crescente em cada nivel de
concentragdo. Os menores e maiores valores foram considerados outliers e, depois
de calculadas as razdes t10, Eq 24 e 25, para cada um dos niveis, os valores obtidos
foram comparados aqueles da tabela de Dixon com um nivel de confiangca de 95%.
Os valores calculados maiores que os valores tabelados sdo considerados outliers e

foram retirados do conjunto de dados.

_ Xn—Xpn-1
xnsuspeito - Xp—%1 (24)
_ X2—X1
X1 suspeito — Xp—2X1 (25)

Foram realizados os testes Anderson-Darling, Durbin-Watson e Levene para checar a

normalidade, independéncia e homocedasticidade dos residuos, respectivamente.

b) Anderson-Darling
Os residuos, ei, foram ordenados em ordem crescente, e a probabilidade

acumulada do residuo, Pi, foi calculada.

P, =P (ﬂ) (26)

Onde:
P = fungao de probabilidade acumulada da distribuicdo normal padrao
em= média dos residuos

Oe= desvio padrao dos residuos

Em seguida, as quantidades hi, o valor de A e a estatistica AA foram calculados,

conforme as equagdes:

h; = (2i — 1)[In(p;) + 1“(1 - pN+1—(i))]
A=—N—hy,

0,75 2,25
an=(1+22428) 4 (27)
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Em que
hm = média dos valores hi
N= quantidade de dados gerados pela leitura das replicatas dos niveis da curva de

calibracdo (N=Nx=Ny)

O p-valor, foi calculado de acordo com o valor de AA encontrado na equacéao 27.

p —valor = 1 — o(—13/436+101,14(44)~-22 ,73(A4?) seAA < 02
p —valor = 1 — o(—8318+4 ,796(AA)—59,938(4A%) se 0,2 < AA < 0,34
p — valor = (09177~ 279(A4)-1,38(44%) se 0,34 < AA < 0,6
p — valor = e(1,2937—5,709(AA)+0,0186(AA2) se AA> 06

Calculado os p-valor, considerou-se que os residuos seguem a distribuicdo normal

se p-valor < 0,05 e se p-valor = 0,05 os residuos ndo seguem a distribuigdo normal.

c) Durbin-Watson
Para verificar a independéncia ou aleatoriedade dos residuos foi empregado o teste

Durbin-Watson no qual se calcula o valor de D:

D= (ei;,ei—l)z (28)

Yo, e’
Em que:
ei = residuos de regressao
Os residuos sao independentes se o valor de D, calculado pela equacéao 28 for

maior que ou igual a 1,5.

d) Levene
O teste de Levene foi utilizado para verificar a homocedasticidade ou homogeneidade
das variancias dos residuos. O valor de F foi calculado conforme a equacéo 29 e
comparado ao valor tabelado considerando um nivel de confianga igual a 95 % e graus
de liberdade igual a Nx — 2. Se o valor de F calculado for menor ou igual ao valor

tabelado os residuos sdo considerados homocedasticos.

STy 2y —7m)?
F = . (29)
ST Syl @22

YNCYEEY

n]- 7.
z, = Z=f(30)
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— z:;n=1z:u]—;1zfu (31)

m n ]
Zj:ln]

Em que:

Zju = |ei— mediana(ei)|

Zjm = média de zju por nivel (30)
Zm = média de todos os niveis (31)

e) Teste de residuos
Um teste de quantidade de residuos foi realizado conforme a equacao 32. A
quantidade maxima de residuos maiores que 10 %, calculados pela equacéo 32, ndo
devera ultrapassar os 22%, o que significa que em um conjunto de dados contendo
30 replicatas, no maximo 7 residuos calculados desse conjunto poderao retornar um

valor maior que 10%.
% residuos = ?X 100 (32)

Na figura 10 esta representado o esquema que contempla as etapas realizadas
no experimento de determinacdo da linearidade, bem como os testes estatisticos

realizados.

4.3.4.3 Seletividade e efeito de matriz

A verificacdo da seletividade e efeito de matriz foi realizada a partir da
comparacgao entre as respostas instrumentais advindas do processamento da matriz
digerida fortificada e do analito puro em solvente. Foram preparadas trés replicatas
independentes de cada um dos cinco niveis da curva de calibragdo em acido nitrico e

usando o extrato da matriz branca.

4.3.4.3.1 Preparo da matriz branca a partir do figado bovino

Foram adicionados 2 g de solugao de acido nitrico 22% v v-' a uma aliquota de
4 g da amostra de figado bovino. Essa amostra foi processada no UltraTurrax® Tube
Drive no tubo BMT-20 com adi¢cédo de 10 esferas de vidro por 10 min a 4000 rpm. Em

tubos MARSXpress foram pesadas cinco aliquotas de 200 mg da mistura obtida aos
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quais foram adicionados 200 pL de peroxido de hidrogénio 30 % v vi' e 2,8 mL de
solugéo de acido nitrico 22 % v v' destilado. Os tubos foram devidamente fechados e
em seguida levados ao micro-ondas para digestdo. Apos completa digestdo e
resfriamento, o digerido foi transferido para um tubo Corning de 15 mL, avolumado
com agua 18,2 MQ.cm até 9 mL e homogeneizado. Ao final do procedimento, todas
as aliquotas resultantes foram transferidas para um frasco que foi armazenado em
geladeira (4°C) até o momento do uso. Essa solug&o foi utilizada no preparo da curva
analitica dos estudos de seletividade e efeito de matriz, LD, LQ, precisao,

recuperacao, robustez e em todas as expansdes de escopo.

.
)
£

Moagem e digestio

9 mL tubos
Corning®

Y

Matriz Branca de
figado bovino

Figura 9 - Representacédo esquematica das etapas envolvidas no preparo da matriz branca de
figado bovino.

(Fonte: Autor)
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4.3.4.3.2 Estudo da seletividade e efeito de matriz

Para o preparo da curva de calibracdo em meio acido foi utilizada uma solugéo
de &cido nitrico 40 % v v feita a partir de acido destilado sub-boiling. Foram
produzidas trés solucdes intermediarias distintas contendo os analitos vanadio, cromo,
cobalto, arsénio, cadmio, antiménio, bario, mercurio, chumbo, uranio, lantanio, cério,
praseodimio, neodimio, samario, europio, térbio, gadolinio, disprésio, hélmio, érbio,
tlio, itérbio e lutécio com uma concentragdo igual a 125 ug L', molibdénio com
concentragdo igual a 750 pg L', aluminio e manganés 2500 ug L.

A partir dessas solugdes foram preparadas trés replicatas de cada nivel da
curva de calibracdo por meio da adi¢ao de aliquotas iguais a 20 pL, 60 pL, 100 pL,
140 pL e 180 pL de cada solugao intermediaria distinta. Em cada um dos tubos foi
adicionado 50 yL de uma solugdo de padrao interno contendo 250 ug L' de indio,
iridio e bismuto; 500 ug L' de germanio e 2000 ug L' de rodio e 625 pL da solugéo
de acido nitrico 40 % v v'. Uma solugédo contendo apenas acido nitrico e solugdo
padrao interno foi preparada para cada triplicata da curva de calibragdo. Ao final, o
volume foi completado até 5 mL com agua 18,2 MQ.cm.

Para a determinacdo dos elementos cobre, ferro e zinco foram preparadas
curvas de calibragao distintas em ftriplicata, nas quais foram adicionados 20 uL, 60 pL,
100 pL, 140 yL e 180 uL de cada solucdo intermediaria preparada, em ftriplicata,
contendo 750 ug L' de ferro e zinco e 2500 ug L' de cobre. Em cada um dos tubos
foi adicionado 50 yL de uma solugédo de padrdo interno contendo 2000 ug L' de
escandio e 5000 pg L' de gélio e 625 pL da solugdo de acido nitrico 40 % v v-'. Uma
solucdo contendo apenas acido nitrico e solugao padrao interno foi preparada para
cada triplicata da curva de calibragdo. Ao final, o volume foi completado até 5 mL com
agua 18,2 MQ.cm.

A curva de calibragao em extrato de matriz branca foi produzida, em triplicata,
a partir da adicao de 3750 uL do extrato digerido da matriz branca em cada aliquota,
seguido da adigao de 20 uL, 60 uL, 100 pL, 140 pL e 180 pL de cada uma das trés
solucdes intermediarias distintas contendo os analitos vanadio, cromo, cobalto,
arsénio, cadmio, antiménio, bario, mercurio, chumbo, uranio, lantanio, cério,
praseodimio, neodimio, samario, europio, térbio, gadolinio, disprésio, hélmio, érbio,
tulio, itérbio e lutécio com uma concentragdo igual a 125 ug L', molibdénio com

concentragéo igual a 750 ug L™, aluminio e manganés 2500 ug L' e 50 yL de uma
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solugéo de padrdo interno contendo 250 ug L' de indio, iridio e bismuto; 500 ug L™
de germanio e 2000 ug L' de rédio. Em seguida o volume foi completado até 5 mL
com agua 18,2 MQ.cm. Para a avaliagao dos elementos cobre, ferro e zinco foram
preparadas curvas de calibragao distintas em triplicata, nas quais foram adicionados
75 uL do extrato digerido da matriz branca 20 L, 60 pL, 100 pL, 140 pyL e 180 pL de
cada solugdo intermediaria preparada, em triplicata, contendo 750 ug L' de ferro e
zinco e 2500 ug L' de cobre. Em cada um dos tubos foi adicionado 50 pyL de uma
solugdo de padrao interno contendo 2000 pg L' de escandio e 5000 pg L' de galio,
625 pL da solugédo de acido nitrico 40 % v v' e o volume foi completado até 5 mL com
agua 18,2 MQ.cm.

As concentracdes finais de cada um dos analitos nas curvas preparadas foi
igual a determinada na faixa de trabalho, ou seja 0,5 yg L-'; 1,5 ug L'"; 2,5 ug L"; 3,5
ug L' e 4,5 yug L' de vanadio, cromo, cobalto, arsénio, cadmio, antimonio, bario,
mercurio, chumbo, uranio, lantanio, cério, praseodimio, neodimio, samario, europio,
térbio, gadolinio, disprosio, hélmio, érbio, tulio, itérbio e lutécio; 3 ug L*; 9 ug L*; 15
ug L' 21 ug L' e 27 pg L' para os elementos molibdénio, ferro e zinco e 10 ug L™;
30 ug L', 50 pg L'; 70 ug L' e 90 ug L para os elementos aluminio, manganés e
cobre.

As solugdes assim preparadas foram lidas em duplicata, inclusive as solugdes
de mesma concentracdo, e em ordem aleatéria. Entre cada leitura foi utilizada uma
solugdo de HNO3 5% v v-' para limpeza do sistema de introducdo de amostras como
cuidado para evitar contaminacao cruzada. Com os dados obtidos dos experimentos
usando a curva em meio acido e a dos digeridos da matriz branca fortificados,
prosseguiu-se o calculo para definicdo da equacgéao de regresséo linear pelo método
dos minimos quadrados ponderados relativo, por meio do qual foram feitas as
estimativas da intersec¢ao, aw, € inclinagao, bw, as variancias do intercepto e inclinagao,
Saw? e Sow?, respectivamente, seguidos de todos os testes estatisticos realizados nos
dados obtidos na linearidade.

A comparacgao dos interceptos e inclinagdes das curvas em meio acido e em
digerido de matriz branca foi feita para averiguar a existéncia do efeito de matriz a
partir do teste t de Student para verificar a igualdade estatistica dos interceptos a1 e
a2 e das inclinagbes b1 e b2 , aplicando-se o teste F (Fischer-Snedecor) de

homogeneidade de variéncias para verificar se as variancias dos interceptos da curva
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de calibragdo em meio acido e em extrato de matriz digerido sao estatisticamente

iguais, calculando-se:

511,12
Fa,calc =7 2 (33)

Sa,2°

Em que:
Sa,12 € Sa2? =sdo0 as variancias dos interceptos da curva de calibracdo em meio acido
e em extrato de matriz digerido, com a maior variédncia no denominador.

O valor de F (acrit,a, v1, v2) com v1 = Nx1-1 graus de liberdade no numerador e v2 = Nxo-
1 graus de liberdade no denominador foi obtido com um nivel de confianca de 95%.
Quando Fa, cac for menor que F (acrita, v1, v2) , @S varidncias podem ser consideradas
iguais e os desvios-padréao dos dois interceptos sdo agrupados para formar o desvio
padrao agrupado, Sap, € a igualdade dos dois interceptos testada com a distribui¢ao
de tde Student. O valor tabelado de t (a,a, v) foi obtido a partir da tabela de distribuigéo
de t de Student para v=Nx1 + Nx2 -2 graus de liberdade e o nivel de significancia igual

a 0,05% ou nivel de confianga iguala 95%.

|aq—ax|
tacaic = 21 1 : 1 (34)
Jsev*(Ferts;)
Em que:

— 2 —_ 2
2 (Nxy—1)Sq *+ (Nx,—1)Sa, (35)

S
ap (N, +Nx,—2)

Nx1 € Nx2 sdo os numeros de niveis de concentracdo independentemente replicados
das curvas de calibragdo em meio acido e em extrato de matriz digerido.

Quando Fa, cac for maior que F (acrita, v1, v2) tabelado as variancias nao podem ser
consideradas estatisticamente iguais e o efeito da matriz & verificado com a
distribuicdo t de Student, por meio da seguinte equacgao:

tacalc = adal_ (36)

Sai?, Sap”
le NxZ

No caso de Fa, calc maior que F (acrit.a, v1, v2), 0 valor critico tabelado t(a, crit,a, v) € obtido

com numero de graus de liberdade igual a :

(£+Sa_22)2

Ny, ' Nx,

(Sa12/ )2 (51122/ )2
Nxy” | Ny

Nyi+1  Nyxy+1

—2  (37)

7

Quando o valor de {(a, cacc) for menor que t(a, crit, v) COnclui-se que as curvas

analiticas, em meio acido e em extrato de matriz branca digerido, ttm o mesmo
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intercepto. Quando o valor de {(a, caic) for menor que f(a, crit,o, v) CONClUi-se que as curvas
analiticas possuem interceptos diferentes. Os testes F e t foram repetidos para as
inclinagdes, b1 e b2, usando as mesmas equagdes (33 a 37) e os resultados foram

obtidos considerando os mesmos parametros.

SELETIVIDADE E EFEITO DE MATRIZ

Curva em digerido de figado bovino EREARIDADS

Curva em acido nitrico 5%

Curva analitica triplicatas
independentes
20 uL; 60 uL; 100 uL; 140 uL, 180 uL
Solugbes intermediarias

Estatistica: MMQPr
a,, = intercepto; b,, = inclinacdo;e; = residuos de
regressao; r,, = coeficiente de correlacao linear;
1,2 = coeficiente de determinacdo
Dixon, Anderson-Darling, Durbin-Watson, Levene, Teste

de residuos.

Figura 10 - Representagao esquematica das etapas envolvidas no experimento de linearidade
e seletividade.

(Fonte: Autor)

4.3.44 Limite de detecgao e quantificagao

Para determinagao do limite de detecg¢ao (LD), a curva de calibragdo em extrato
da matriz branca digerida foi preparada em ftriplicata a partir de solugdes
intermediarias independentes. Foi feita a adicdo de uma aliquota de 3750 pL do
extrato digerido da matriz branca, seguido da adi¢ao de 20 L, 60 pL, 100 L, 140 yL

e 180 pL de cada uma das trés solucdes intermediarias distintas contendo os analitos
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vanadio, cromo, cobalto, arsénio, cadmio, antimdnio, bario, mercurio, chumbo, uranio,
lantanio, cério, praseodimio, neodimio, samario, eurdpio, térbio, gadolinio, disprdsio,
holmio, érbio, tulio, itérbio e lutécio com uma concentragdo igual a 125 ug L™,
molibdénio com concentragéo igual a 750 ug L', aluminio e manganés 2500 ug L' e
50 pL de uma solugéo de padrio interno contendo 250 ug L' de indio, iridio e bismuto;
500 ug L' de germanio e 2000 pg L' de rodio. Em seguida o volume foi completado
até 5 mL com agua 18,2 MQ.cm. Para a determinagc&o dos elementos cobre, ferro e
zinco foram construidas curvas de calibracéo distintas em triplicata, nas quais foram
adicionados 75 uL do extrato digerido da matriz branca 20 uL, 60 L, 100 uL, 140 uL
e 180 uL de cada solugdo intermedidria preparada, em triplicata, contendo 750 ug L
de ferro e zinco e 2500 ug L' de cobre. Em cada um dos tubos foi adicionado 50 pL
de uma solugéo de padrao interno contendo 2000 ug L' de escandio e 5000 ug L' de
gélio, 625 pL da solugéo de acido nitrico 40 % v v' e o volume foi completado até 5
mL com agua 18,2 MQ.cm.

Para o preparo das replicatas da matriz branca para o estudo do LD,
inicialmente foram adicionados 2 g de solugdo de acido nitrico 22% v v' a uma
aliquota de 4 g da amostra de figado bovino. Essa amostra foi processada no
UltraTurrax® Tube Drive no tubo BMT-20 com adi¢cdo de 10 bolinhas de vidro por 10
min a uma rotagao de 4000 rpm. Em tubos MARSXpress foram pesadas vinte e uma
aliquotas de 200 mg da mistura obtida as quais foram adicionados 200 uL de peréxido
de hidrogénio 30 % v v’ e 2,8 mL de solugdo de acido nitrico 22 % vv-! destilado. Os
tubos foram devidamente fechados e em seguida levados ao micro-ondas para
digestdo. Apds completa digestdo e resfriamento, cada uma das aliquotas foi
transferida quantitativamente para um tubo Corning de 15 mL, contendo 120 uL de
uma solugdo de padrao interno contendo 250 ug L' de indio, iridio e bismuto; 500 ug
L-' de germanio e 2000 ug L' de rodio, avolumado com agua 18,2 MQ.cm até 12 mL
e homogeneizadas. Essas solugbes foram armazenadas em geladeira a 4°C e
utilizadas na avaliagdo do LD dos analitos vanadio, cromo, cobalto, arsénio, cadmio,
antiménio, bario, mercurio, chumbo, uranio, lantanio, cério, praseodimio, neodimio,
samario, europio, térbio, gadolinio, disprésio, hdélmio, érbio, tulio, itérbio, lutécio,
molibdénio, aluminio e manganés.

Para a avaliagdo do LD dos analitos cobre, ferro e zinco, as solugdes
anteriormente preparadas foram diluidas. Em um tubo Corning®, contendo 120 pL de

uma solugéo de padrdo interno contendo 2000 pg L' de escéndio e 5000 ug L' de
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gélio e 1 mL da solugdo de acido nitrico 40 % v v-', foram adicionados 200 yL das
solugdes digeridas e avolumadas e o volume foi completado até 10 mL com agua 18,2
MQ.cm. Essas solugbes foram devidamente homogeneizadas e preparadas no
mesmo dia da leitura.

Com os dados obtidos dos experimentos usando a curva em extrato da matriz
branca, prosseguiu-se o calculo para definicdo da equacgéo de regressao linear pelo
meétodo dos minimos quadrados ponderados relativo, por meio do qual foram feitas as
estimativas da interseg¢ao, aw, e inclinacao, bw, bem como todos os testes realizados
nas variancias do intercepto e inclinagao, Saw? € Sbw?, respectivamente e covariancia
entre a e b. Também foi feito estimado o coeficiente de correlacao, rw, € a estatistica,
tw para a regressao da curva de calibragdo, além da verificagdo de outliers, por meio
da utilizagédo do teste de Dixon e o teste de residuos conforme a equacgao 32.

Com os dados obtidos das leituras das 21 replicatas da matriz branca foram
calculadas as concentragdes de cada analito, por meio da equacao de regressao
linear, cujos parametros foram determinados pelo método dos minimos quadrados
ponderados. O teste de Grubbs foi utilizado para verificagado de outliers, conforme

equacao:

G = (38)

Em que:

Xo = valor suspeito

X = média dos dados

S = desvio padrao em relacdo a média

Nesse teste, os valores de concentragdo calculados foram organizados em ordem
crescente, e o menor e o maior valor foram considerados como outliers. Calculados
os valores de G para o menor e o maior valor, se Gealculado Mmaior que G tabelado, para
um intervalo de confianga igual a 95%, entdo o valor é considerado um outlier e deve
ser removido. O numero maximo de outliers que pode ser removido € 22 %. O LD foi
calculado para cada um dos analitos por meio da equacao:

LD =3xs (39)
O Limite de Quantificagao (LQ) foi determinado com os dados obtidos pela leitura

das 21 replicatas da matriz branca usando a equacgao a seguir:

LQ=10xs (40)
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Em que:

s = desvio-padrdo da média dos ensaios com matriz branca.

Para confirmacédo do valor de LQ, 7 replicatas de extrato da matriz branca foram
fortificadas no menor nivel da curva de calibracdo e analisados. O valor da
concentragao foi determinado por meio da regressao linear. O desvio em relagéo a

concentragéo fortificada foi determinado por:

% desvio = —medide_ 100 (40)

fortificada

Os resultados esperados para a recuperagcdo na confirmacdo do LQ devem
atender os critérios definidos na Tabela 7 conforme estabelecido pelo MAPA.

Tabela 7 - Valores de recuperagao, repetitividade e reprodutibilidade

Concentragéo / ug kg™ Intervalo / %

<1 50a 120
>1a10 70a 110
=10 80a 110

Fonte: (Brasil, 2011)

Na figura abaixo esta representado o esquema que resume as etapas do

processo de determinacédo do LD e LQ.

21 aliquotas de
figado moido

ICP-MS/MS

Grubbs — outliers

LD rétoso = 3XS

LD csiimsso = 1/3 menor ponto da curva
analitica.

LQ catimado= 10xS

Confirmagéo LQ
7 aliquotas fortificadas

Figura 11 - Representagcédo esquematica das etapas de determinagdo do LD e LQ.

(Fonte: Autor)
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4.3.4.5 Precisao

A precisdo do método foi avaliada por meio da repetitividade e da precisédo

intermediaria.

4.3.4.5.1 Repetitividade

Foram adicionados 2 g de solugao de acido nitrico 22% v v-' a uma aliquota de
4 g da amostra de figado bovino. Essa amostra foi processada no UltraTurrax Tube
Drive ® no tubo BMT-20 com adigao de 10 bolinhas de vidro por 10 min a 4000 rpm.
Em tubos MARSXpress foram pesadas 15 aliquotas de 200 mg da mistura obtida aos
quais foram adicionados 200 pL de perdxido de hidrogénio 30 % vv' e 2,8 mL de
solugdo de acido nitrico 22 % vv' destilado. Foram adicionados as primeiras 6
aliquotas e as 6 ultimas aliquotas, respectivamente, 48 uL e 240 uL de uma solugao
de fortificagdo contendo 125 ug L' de vanadio, cromo, cobalto, arsénio, cadmio,
antiménio, bario, mercurio, chumbo, uranio, lantanio, cério, praseodimio, neodimio,
samario, eurépio, térbio, gadolinio, disprésio, hdlmio, érbio, tulio, itérbio, lutécio; 750
ug L' de molibdénio; 2500 ug L' de aluminio e manganés; 37,5 mg L' de ferro e zinco
e 100 mg L"" de cobre. As trés ultimas aliquotas foram adicionados apenas 200 pL de
peroxido de hidrogénio 30 % v v' e 2,8 mL de solugdo de acido nitrico 22 % v v
destilado para obtencao dos brancos de procedimento. Os tubos foram devidamente
fechados e em seguida levados ao micro-ondas para digestdo. Apds completa
digestdo e resfriamento, o digerido foi transferido para um tubo Corning® de 15 ml,
contendo 120 pL de uma solugdo de padrao interno contendo 250 ug L' de indio,
iridio e bismuto; 500 pg L' de germéanio e 2000 ug L' de rédio e avolumado com agua
18,2 MQ.cm até 12 mL e homogeneizado. As solugdes assim obtidas foram utilizadas
para avaliacdo da repetitividade dos analitos vanadio, cromo, cobalto, arsénio,
cadmio, antiménio, bario, mercurio, chumbo, uranio, lantanio, cério, praseodimio,
neodimio, samario, eurépio, térbio, gadolinio, disprésio, hélmio, érbio, tulio, itérbio,
lutécio, molibdénio, aluminio e manganés no nivel mais baixo e intermediario da curva
de calibracdo. Para a avaliagao da repetitividade de cobre, ferro e zinco foi feita uma
diluicdo de 50 vezes mediante adigao de 200 uL de cada uma das solugdes obtidas,
100 uL da solugéo padrio interno contendo 2000 ug L' de escandio e 5000 ug L' de

gélio e 1 mL da solugéo de acido nitrico 40 % v v'' em um tubo Corning® de 15 mL.
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Finalmente, o volume final foi completado até 10 mL com agua 18,2 MQ.cm e as
solugdes homogeneizadas. Esses ultimos analitos foram igualmente avaliados no
nivel mais baixo e intermediario da curva de calibracio.

Para avaliagao da repetitividade, inicialmente a curva de calibragao em extrato
da matriz branca digerida foi preparada em triplicata a partir de solugdes
intermediarias independentes. Foi feita a adicdo de 3750 pL do extrato digerido da
matriz branca em cada aliquota, seguido da adi¢ao de 20 uL, 60 pL, 100 pL, 140 yL e
180 pL de cada uma das trés solugdes intermediarias distintas contendo os analitos
vanadio, cromo, cobalto, arsénio, cadmio, antimdnio, bario, mercurio, chumbo, uranio,
lantanio, cério, praseodimio, neodimio, samario, eurdpio, térbio, gadolinio, disprdsio,
holmio, érbio, tulio, itérbio e lutécio com uma concentragdo igual a 125 ug L™,
molibdénio com concentragéo igual a 750 ug L', aluminio e manganés 2500 ug L' e
50 pL de uma solugéo de padrio interno contendo 250 ug L' de indio, iridio e bismuto;
500 ug L' de germanio e 2000 pg L' de rodio. Em seguida o volume foi completado
até 5 mL com agua 18,2 MQ.cm.

Para a determinacao dos elementos cobre, ferro e zinco foram feitas curvas de
calibracdo distintas em ftriplicata, nas quais foram adicionados 75 uL do extrato
digerido da matriz branca 20 pL, 60 uL, 100 yL, 140 pL e 180 pL de cada solugéo
intermediaria preparada, em triplicata, contendo 750 ug L' de ferro e zinco e 2500 ug
L-' de cobre. Em cada um dos tubos foi adicionado 50 yL de uma solugéo de padréo
interno contendo 2000 ug L' de escandio e 5000 ug L' de galio, 625 uL da solugdo
de &cido nitrico 40 % v v'' e o volume foi completado até 5 mL com agua 18,2 MQ.cm.

A curva de calibragao foi analisada em ordem aleatéria e, a partir dos dados
obtidos tanto da curva quanto dos digeridos das amostras brancas fortificadas e
amostras brancas sem fortificagdo, a concentracdo de cada replicata, a concentragao
média para cada nivel de adi¢ao, o desvio padrao (sr) e o desvio padrdo em condigdes
de repetitividade (RSDr) foram calculados. O desvio padrao relativo teérico para cada
nivel de concentragcdo, RSD Howitz, 0 valor de HORRAT em condi¢des de
repetitividade, HORRAT: e o limite de repetitividade, r, foram calculados de acordo
com as seguintes equacgoes:

RSDhoewitz = 20175109 ) (41)
Em que C: Concentragdo nominal do nivel em pg kg™ x 10°
Doy (42)

HORRAT, = -
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Onde:

DPR:: desvio padréao relativo da média

PDPRR: desvio padro relativo predito = 2 C0.1°

C: Concentragdo nominal do nivel em pg kg™ x 10°
r=28xS,

De acordo com o critério estabelecido pelo MAPA, o desvio padrao relativo
(DPRr) da média deve ser menor que dois tergos que 0 RSDHorwitz € 0S valores de
HORRAT: menores que 1 para cada nivel de concentragao estudado.

Também foram calculadas as recuperagbes em cada uma das replicatas e a
recuperacdo meédia para cada analito. Os valores de recuperagao alcancados

dependem da faixa de concentracdo conforme a Tabela 7.

4.3.4.5.2 Precisao intermediaria

Para avaliacdo da precisdo intermediaria o experimento foi repetido em dia
diferente e por outro analista, digerindo-se as amostras brancas fortificadas nos
mesmos niveis de concentragdo e as amostras brancas sem fortificagdo em iguais
condigdes de reprodutibilidade. Além destas, as curvas de calibragdo em ftriplicata,
bem como a solugdo de fortificagcdo foram preparadas novamente. A curva de
calibracdo foi analisada em ordem aleatéria e a partir dos dados obtidos tanto da curva
quanto dos digeridos das amostras brancas fortificadas, foram feitos os calculos da
concentracao obtida para cada replicata e da concentragdo média, do desvio padrao,
do desvio padréo relativo global de cada nivel, do valor de HORRAT em condi¢des de
reprodutibilidade interlaboratorial, HORRATR e do limite de reprodutibilidade, R.

DPRR (43)

PDPRR

HORRAT, =

R=28xS; (44)
DPRR: desvio padrao relativo global
PDPRR: desvio padrio relativo predito = 2 C015
C: Concentragdo nominal do nivel em pg kg™ x 10°
Sr: desvio padrao global
De acordo com o critério estabelecido pelo MAPA, o desvio padrao relativo

(DRPR) ndo deve exceder o valor do desvio padréo relativo de Hortwitz e os valores



69

HORRATR devem ser inferiores a 1. A Figura 12 representa as etapas do processo de
estudo da precisdao do método.

4.3.4.6

Fortificagao
nivel baixo e
intermediario

da curva [ 1
: ’ analitica Precisao
Repetitividade Intermediaria
N=6 N=12
1 J
|

Conc. e conc. média para cada nivel
Desvio padrao de repetitividade (Sr)
% CVr: RSDr

RSD,orwitz - desvio padrao tedrico
HorRat

Limite de repetitividade (r=2,8"Sr)

Figura 12 - Representacao esquematica das etapas de estudo da precisao do método.

(Fonte: Autor)

Veracidade: Recuperacgao

Para avaliacdo da recuperacdo, foram analisadas trés replicatas da matriz

branca sem fortificacdo e outras seis replicatas apos fortificacdo com os padrdes de

calibracdo no nivel de concentragdo baixo e médio. Outras seis replicatas foram

preparadas sob as mesmas condicdes e analisadas em dias diferentes. As replicatas

de matriz branca com e sem fortificagado foram preparadas e analisadas exatamente
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como descrito na etapa de precisdao. Com os dados obtidos na leitura, o fator de

recuperacao, frec, para cada analito foi determinado por:

free = =L % 100 (45)

Cad

Onde:
Ct = teor medido apds fortificagdo da matriz branca
Cn = teor medido na matriz branca nao fortificada
Cad =teor do analito puro adicionado a matriz branca
A veracidade do procedimento analitico deve estar compreendida ao redor de
100%, de acordo com as respectivas faixas de concentragdes. A tabela 6 apresenta
os critérios de aceitacdo para a veracidade aplicaveis a analise de residuos e

contaminantes em produtos de origem animal.

4.3.4.7 Robustez

O teste de Youden foi empregado para avaliagdo da robustez do método. Os
fatores analisados, seus valores nominais e valores de variacdo estdo descritos na

Tabela 8. Foi escolhida uma taxa de variagéo de 10 % para os fatores numéricos.

Tabela 8 - Fatores estudados na robustez

Fator Nome do fator Nivel baixo Nivel alto
1 Massa de amostra da trituragéo (g) 3,6 4,0
2 Massa de HNOs da trituragéo (g) 1,8 2,0
3 Volume de HNOs da digesté&o (mL) 2,5 2,8
4 Volume de H202da digestao (mL) 0,18 0,2
5 Massa de amostra triturada da digestéo (mg) 180 200
6 Lavagem da parede dos tubos Nao Sim
7 Capela Exaustéo Fluxo

(Fonte: Autor)

Definidos os fatores e valores de variacao, os experimentos de 1 a 8 foram executados
de acordo com a Tabela 9:
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Tabela 9 - Condigbes experimentais no estudo de robustez

Fatores N° experimento
Nome do fator 1 2 3 4 5 6 7 8
Massa de amostra da trituragéo (g) 4 4 4 4 3,6 36 36 36
Massa de HNOs da trituragéo (g) 2 2 1,8 1,8 2 2 1,8 1.8
Volume de HNOs da digestédo (mL) 28 25 28 25 28 25 28 25
Volume de H202 da digestédo (mL) 02 02 018 0,18 0,18 0,8 0,2 0,2
Massa de amostre(lnt]rét)urada da digestéo 200 180 200 180 180 200 180 200

Lavagem da parede dos tubos Sim Nado N&o Sim Sim Nao N&o Sim

Capela - Fluxo Lan(1||5n)ar (F) ou Exaustao F E E F E F F E

(Fonte: Autor)

Para realizagdo do experimento 1, foram adicionados 2 g de solugao de acido
nitrico 22% v v-' a uma aliquota de 4 g da amostra de figado bovino. Essa amostra foi
processada no UltraTurrax Tube Drive® no tubo BMT-20 com adi¢ao de 10 bolinhas
de vidro por 10 min a 4000 rpm. Em tubos MARSXpress foram pesadas 2 aliquotas
de 200 mg da mistura obtida aos quais foram adicionados 200 pL de perdxido de
hidrogénio 30 % v v e 2,8 mL de solugdo de acido nitrico 22 % v v-! destilado. Foi
adicionado em cada replicata 240 L de uma solugéo de fortificacdo contendo 125 ug
L-' de vanadio, cromo, cobalto, arsénio, cadmio, antiménio, bario, mercurio, chumbo,
uranio, lantanio, cério, praseodimio, neodimio, samario, eurdpio, térbio, gadolinio,
disprésio, holmio, érbio, tulio, itérbio, lutécio; 750 ug L' de molibdénio; 2500 ug L' de
aluminio e manganés; 37,5 mg L' de ferro e zinco e 100 mg L' de cobre. Todos os
reagentes e solugdes foram adicionados em capela de fluxo laminar. Os tubos foram
devidamente fechados e em seguida levados ao micro-ondas para digestdo. Apos
completa digestéo e resfriamento, o digerido foi transferido para um tubo Corning® de
15 ml contendo 120 pL de uma solugédo de padrdo interno contendo 250 ug L' de
indio, iridio e bismuto; 500 ug L' de germéanio e 2000 ug L' de rédio. No procedimento
de transferéncia as paredes do tubo MARSXpress foram devidamente lavadas e as
porgdes transferidas para o tubo Corning® que foi avolumado com agua 18,2 MQ.cm
até 12 mL e homogeneizado. As etapas de adigdo de padrao interno, bem como

transferéncia para os tubos Corning® foram feitas em capela de exaustéo.
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As replicatas obtidas nos experimentos 2 a 8 foram obtidas pela variagao dos
fatores previamente definidos, apenas alterando os seus valores e condigdes no
momento do preparo conforme descrito na tabela 8. As condi¢gdes de operagao do
micro-ondas foram as mesmas em todos os experimentos bem como as condi¢cdes de
transferéncia dos digeridos, as quais todas feitas em capela de exaustdo. Para a
avaliagao da robustez de cobre, ferro e zinco foi feita uma diluicdo de 50 vezes de
todas as replicatas obtidas nos experimentos de 1 a 8 mediante adicao de 200 uL de
cada uma das solugdes, 100 pL da solugédo padrdo interno contendo 2000 ug L' de
escandio e 5000 pg L' de galio e 1 mL da solugéo de &cido nitrico 40 % v v'' em um
tubo Corning® de 15 mL. Finalmente, o volume final foi completado até 10 mL com
agua 18,2 MQ.cm e as solugbes homogeneizadas. As replicatas dos 8 experimentos
foram analisadas aleatoriamente, inclusive as replicatas de cada combinacao, e os
dados obtidos foram avaliados. Nessa etapa, a curva de calibragao nao foi utilizada,
pois para avaliacdo da robustez apenas a resposta instrumental de cada analito e
suas possiveis alteragbes com as variacbes nas condicbes experimentais €
importante.

Inicialmente, calculou-se a média e a variancia para cada combinacido de
ensaio. Para determinacao do efeito de um fator (Di), calculou-se a diferenca entre a
média de resposta instrumental (RI) para o analito corrigido pelo padrao interno nos
experimentos de 1 a 4 e a média de resposta instrumental nos experimentos de 5 a 8,

conforme equacgéo 46.

_ (RU¥RL+RIs+RIS) _ (RIs+RIGHRI;HRIg) (40
D; = " - " (46)

Em seguida, a variancia de todos os efeitos foi estimada por

P (V1512 +V2522+V3532 4,45, 2 +V5S52 +V562 +V7572 +VgSsg2)

s (47)

V1+Va+V3+Vs+Vs+Vg+V,+vg
Onde:
vi: ni-1 é o numero de graus de liberdade de s?; a estimativa da variancia do i-ésimo
ensaio.

Logo depois, foi calculado o erro padrao do efeito (equacgéo 48), o qual foi
multiplicado pelo valor de t de Student para oito graus de liberdade, com 95% de

confianga, para encontrar o valor de significancia dos efeitos.
Erro = g (48)

Valor de significancia = Erro X 2,306 (49)
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Em seguida, empregando o teste F, foi feito o calculo para verificagédo de
diferenga estatistica significativa entre os valores obtidos nos experimentos de 1 a 4

e 5 a 8 e finalmente, o desvio padrao dos efeitos, Spi, foi calculado:

Sp, = |2 X (%) (50)

Se o valor de algum efeito ultrapassar o valor de significancia, estimado pela
equacao 49, pode-se considera-lo significativo e recomenda-se implantar um controle
nesta etapa do processo. O método sera considerado robusto de F tabelado for maior
que o valor de F calculado. O valor de Spi deve ser menor que o desvio padrao obtido
em condicbes de reprodutibilidade intralaboratorial. Se o valor de Spi for
significativamente maior que o desvio padrao do método, em condigdes de
reprodutibilidade intralaboratorial, pode deduzir-se que o conjunto de fatores tém
influéncia no resultado, mesmo que cada fator isoladamente nao influencie
significativamente, e que o método nao é suficientemente robusto face as alteragdes

ensaiadas.

4.3.5 Expansao de escopo

Foram feitos experimentos com o intuito de ampliar o escopo para o
procedimento validado para figado bovino. Foi feito um estudo de linearidade,
seletividade, efeito de matriz, recuperacao e precisdo com as novas matrizes: figado
de galinha, figado, musculo e branquias de tilapia, figado e rim de porco e rim e
sangue bovino hemolisado (condicdo na qual ha rompimento da membrana das
hemacias e consequente langamento de hemoglobina e outras substancias no meio
circundante). As amostras de figado de galinha, figado de porco e rim bovino e de
porco foram obtidas em mercados locais. As amostras de figado, musculo, branquias
de tilapia e sangue bovino foram obtidas da Escola de Veterinaria da UFMG. Essas

amostras foram mantidas em temperatura de -20 °C até o inicio dos procedimentos.

4.3.5.1 Preparo da matriz branca de tecidos animais

O preparo de cada uma das novas matrizes brancas, figado e rim suino, figado,

musculatura e branquias de tilapia, figado de galinha e rim bovino, se deu mediante
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adigdo 2 g de solugao de acido nitrico 22% v v-! a uma aliquota de 4 g da amostra de
cada nova matriz. Essa amostra foi processada no UltraTurrax Tube Drive ® no tubo
BMT-20 com adicdo de 10 esferas de vidro por 10 min a 4000 rpm. Em tubos
MARSXpress foram pesadas cinco aliquotas de 200 mg da mistura obtida aos quais
foram adicionados 200 pL de peroxido de hidrogénio 30 % vv-! e 2,8 mL de solugdo
de acido nitrico 22 % v v'! destilado. Os tubos foram devidamente fechados e em
seguida levados ao micro-ondas para digestdo. Apos completa digestdo e
resfriamento, o digerido foi transferido para um tubo Corning de 15 ml, avolumado com
agua 18,2 MQ.cm até 9 mL e homogeneizado. Ao final do procedimento, todas as
aliquotas resultantes foram transferidas para um frasco que foi armazenado em
geladeira (4°C) até o momento do uso. Essa solugéao foi utilizada no preparo da curva
de calibracdo dos estudos de linearidade, seletividade e efeito de matriz, precisdo e

recuperacao.

Figura 13 - Moagem rim suino. (A) Lébulos do rim. (B) rim cortado (C) rim suino processado
no Ultra Turrax Tube Drive®.

(Fonte: Autor)

4.3.5.2 Preparo da matriz branca de sangue bovino

Inicialmente a amostra de sangue bovino hemolisado foi homogeneizada em
um vortex KASVI Basic K45-2810 a uma velocidade de 2800 rpm por 5 min. Em

seguida, a amostra foi centrifugada em centrifuga Hettich Universal 320 por 20
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minutos. Ao final do processo, o sobrenadante foi retirado e apenas o coagulo do
sangue separado foi utilizado no preparo do digerido da matriz branca. Assim, seguiu-
se a adigdo 2 g de solugado de acido nitrico 22% v v-' a uma aliquota de 4 g da amostra
de sangue. Essa amostra foi processada no UltraTurrax ® no tubo BMT-20 com adig&o
de 10 esferas de vidro por 10 min a uma rotacado de 4000 rpm. Em tubos MARSXpress
foram pesadas cinco aliquotas de 200 mg da mistura obtida aos quais foram
adicionados 200 pL de peroxido de hidrogénio 30 % v v e 2,8 mL de solugao de acido
nitrico 22 % vv' destilado. Os tubos foram devidamente fechados e em seguida
levados ao micro-ondas para digestdo. Apos completa digestdo e resfriamento, o
digerido foi transferido para um tubo Corning de 15 mL, avolumado com agua 18,2
MQ.cm até 9 mL e homogeneizado. Ao final do procedimento, todas as aliquotas
resultantes foram transferidas para um frasco que foi armazenado em geladeira (4°C)
até o momento do uso. Essa solucgao foi utilizada no preparo da curva de calibragao

dos estudos de linearidade, seletividade e efeito de matriz, precisao e recuperacao.

4.3.5.3 Linearidade

Para avaliacédo da linearidade de cada uma das novas matrizes, cinco niveis da
curva de calibragdo foram preparados em triplicatas independentes. As solucdes
foram preparadas pela adi¢ao de 3750 pyL da matriz, 50 uL de uma solucéo de padrao
interno contendo 250 ug L' de indio, iridio e bismuto; 500 ug L' de germéanio e 2000
ug L' de rédio e 20 uL, 60 yL, 100 uL, 140 pL e 180 uL de trés solugbes intermediarias
distintas contendo os analitos vanadio, cromo, cobalto, arsénio, cadmio, antimonio,
bario, mercurio, chumbo, uranio, lantanio, cério, praseodimio, neodimio, samario,
europio, térbio, gadolinio, disprésio, hélmio, érbio, tulio, itérbio e lutécio com uma
concentragdo igual a 125 pg L', molibdénio com concentragdo igual a 750 ug L™,
aluminio e manganés 2500 ug L' e 50 uL de uma solugdo de padrao interno contendo
250 ug L de indio, iridio e bismuto; 500 ug L' de germanio e 2000 ug L' de rédio.
Em seguida o volume foi completado até 5 mL com agua 18,2 MQ.cm. Para a
determinacdo dos elementos cobre, ferro e zinco foram preparadas curvas de
calibracdo independentes em triplicata, nas quais foram adicionados 75 UL do extrato
digerido da matriz branca 20 pL, 60 pL, 100 yL, 140 pL e 180 pL de cada solugéo
intermediaria preparada, em triplicata, contendo 750 ug L' de ferro e zinco e 2500 ug

L-" de cobre. Em cada um dos tubos foi adicionado 50 puL de uma solugdo de padrao
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interno contendo 2000 pg L' de escandio e 5000 pg L' de gélio, 625 pL da solugéo
de &cido nitrico 40 % v v'' e o volume foi completado até 5 mL com agua 18,2 MQ.cm.

As solugdes assim preparadas foram lidas em duplicata, inclusive as solugdes
de mesma concentracdo, e em ordem aleatéria. Entre cada leitura foi utilizada uma
solugdo de HNO3 5% v v' para limpeza do sistema de introdugdo de amostras como
cuidado para evitar contaminagao cruzada. Com os dados obtidos prosseguiu-se o
calculo para definigdo da equagao de regressao linear pelo método dos minimos
quadrados ponderados relativo, por meio do qual foram feitas as estimativas da
intersecao, aw, e inclinagao, bw, as variancias do intercepto e inclinagao, Saw? € Sow?,
respectivamente, além da covariancia entre eles, cov(aw,bw). Também foi feito
estimado o coeficiente de correlagao, rw, e a estatistica, tw para a regressao da curva
de calibracdo e o coeficiente de determinacdo, R2. Para verificacdo de outliers,
homoscedasticidade, independéncia e normalidade na distribuicdo dos residuos
foram utilizados os testes de Dixon, Levene, Durbin-Watson e Anderson-Darling,

respectivamente, além do teste de quantidade de residuos.

4.3.5.4 Seletividade e efeito de matriz

A curva de calibragdo em matriz branca de figado bovino foi preparada em
triplicata, a partir de solugbes intermediarias independentes, seguindo 0s mesmos
procedimentos descritos nas etapas da validagdo. As solugdes assim preparadas
foram lidas em duplicata, inclusive as solugdes de mesma concentragao, e em ordem
aleatdria. Entre cada leitura foi utilizada uma solugdo de HNO3 5% v v-' para limpeza
do sistema de introducdo de amostras como cuidado para evitar contaminacao
cruzada. Com os dados obtidos, foram feitas as estimativas da intersecdo, aw, €
inclinagao, bw, as variancias do intercepto e inclinagao, Saw” € Sbw?, respectivamente,
além da covariancia entre eles, cov(aw,bw), coeficiente de correlagdo, rv, € a
estatistica, tw para a regressdo da curva de calibragcdo e o coeficiente de
determinacéo, R2. Para verificacdo de outliers, homoscedasticidade, independéncia e
normalidade na distribuicdo dos residuos foram utilizados os testes de Dixon, Levene,
Durbin-Watson e Anderson-Darling, respectivamente, além do teste de quantidade de
residuos.

As comparacdes dos interceptos e inclinagdes das curvas em cada uma das

novas matrizes e em digerido de matriz branca de figado bovino foram feitas para
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averiguar a existéncia do efeito de matriz a partir do teste t de Student para verificar a
igualdade estatistica dos interceptos a1 e az e das inclinagdes b1 e bz, aplicando-se o
teste F para verificar se as variancias dos interceptos da curva de calibragdo em
digerido de matriz branca de figado bovino e de cada uma das outras matrizes sédo
estatisticamente iguais por meio das equacgdes 33 a 37 Os critérios de aceitagcao foram

0S mesmos outrora estabelecidos.

4.3.5.5 Precisao: repetitividade

A curva de calibragdo em matriz branca de figado bovino foi preparada em
triplicata, a partir de solugbes intermediarias independentes, seguindo 0s mesmos
procedimentos descritos nas etapas da validagdo. As solugdes assim preparadas
foram lidas em duplicata, inclusive as solu¢gdes de mesma concentragao, e em ordem
aleatdria. Entre cada leitura foi utilizada uma solugdo de HNO3 5% v v-' para limpeza
do sistema de introducdo de amostras como cuidado para evitar contaminagcao
cruzada. Com os dados obtidos, foram feitas as estimativas da intersecdo, aw, €
inclinagao, bw, as variancias do intercepto e inclinagao, Saw? € Svw?, respectivamente,
além da covariancia entre eles, cov(aw,bw), coeficiente de correlagdo, rv, € a
estatistica, tw para a regressdo da curva de calibracdo e o coeficiente de

determinacéo, R2.

4.3.5.6 Veracidade: recuperacgao

A recuperacdo do método foi estudada por meio da analise de seis réplicas de
cada nova matriz branca antes e depois da fortificagdo no nivel baixo e intermediario.
A curva de calibragao foi feita em triplicata usando a matriz branca de figado digerido.
Com os dados obtidos na leitura, o fator de recuperacgao, frec, para cada analito foi
determinado pela equacao 45.

A veracidade do procedimento analitico deve estar compreendida ao redor de
100%, de acordo com as respectivas faixas de concentragbes assim como

apresentado na Tabela 7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizagcao da moagem Ultra Turrax ®

O tubo BMT-20 foi escolhido por viabilizar uma diluicdo menor da amostra
quando comparado a melhor condicdo obtida nos testes com o tubo DT-20. Os
parametros dos testes 15 e 17 (Tabela 11) foram escolhidos para testar adigao de
solugao acida para substituir o uso de agua no processo de moagem na tentativa de
melhorar a eficiéncia da moagem. O resultado obtido na aliquota processada com
acido nitrico 22 % v v foi escolhido porque foi eficiente na eliminagdo da pelicula que
envolve o figado e por ser a concentragao acida mais baixa que a outra testada.

As Tabelas 10 e 11 abaixo resumem os parametros estudados e os resultados

preliminares obtidos em cada teste, de 1 a 19.

Tabela 10 - Estudo de homogeneizagao no tubo DT-20

Massa de Massa

Teste Amostra amostra de agua Rotacao Ten:npo Resultado
(rpm) (min)
(9) (9)
1 FS 5 1 4000 2
Quantidade da mistura agua
e amostra insuficiente para
2 FS S 2 4000 S alcancar o rotor do tubo.
3 FS 5 3 4000 5
4 FS 5 5 4000 5
5 FS S 10 4000 o Homogeneizagéo ineficiente
6 FS 10 5 4000 15 Restaram pedagos da .
! FS 12 3 4000 20 amostra sem moer
8 FS 7 8 4000 15 ’
9 FS 5 5 4000 10
10 FS 5 10 4000 10 Homogeneizagédo completa.
11 FB 5 10 4000 10 Homogeneizagéao ineficiente,
12 FB 5 5 4000 10 restaram pedacos de amostra
sem moer.

(Fonte: Autor)
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Tabela 11 - Estudo de homogeneizagao no tubo BMT-20

Teste Amostra Massa de Massa Rotagéo Tempo Resultado
amostra de agua (rpm) (min)
(9) (9)
13 FB 3 0 4000 10 Moagem ineficiente. Pelicula
14 FB 4 2 4000 5 e pedacos da amostra nao
15 FB 4 2 4000 10 moeram.
16 FB 2 2 4000 5
17 FS 4 2 4000 10
18 FG 5 2 4000 5 Homogeneizagao mais
19 FG 4 0 4000 5 eficiente.

(Fonte: Autor)

Depois de realizados testes variando tipo de tubo, massa de amostra, tempo
de processamento e quantidade e acidez da solucéo de acido nitrico, concluiu-se que
os melhores resultados para homogeneizagdo da amostra de figado bovino foram
obtidos a partir da utilizagdo de 4 g de amostra de figado, 2 g de acido nitrico 22 %vv-
' seguidos da homogeneizagdo em tubo BMT-20 com 10 esferas de vidro por 10 min

com rotacao de 4000 rpm.

5.2 Otimizagcao dos parametros acidos de digestao

Trés faixas de concentragao acida foram estudadas por meio de um teste de
fortificacdo com Al, As, Ba, Cd, V, Cr, Hg, U, Ni, Pb, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Sm,
Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Co e Mo. Apés a leitura, as concentragbes desses analitos
foram calculadas a partir da resposta instrumental normalizada pelos padrdes internos
89Ga, '"°In e "9Ir. Os dados foram tratados considerando uma faixa de recuperagéo
entre 80% e 120 % em relacédo a diferenca entre as concentracbes das amostras
fortificadas, amostras brancas e branco analitico. Todos os resultados obtidos nos trés
niveis de adi¢ao reagentes ficaram dentro da faixa de recuperagao de 80% a 120 %,
exceto Al, Cr e Co em algumas faixas de concentracédo acida estudadas, conforme

apresentado na Tabela 12.
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Tabela 12 - Recuperacéo teste de fortificagao (%)

Reagentes (%)

27A| 51V 52C|" 59Co 60Ni 75AS 95Mo 114Cd 121Sb 138Ba 201Hg 206Pb 238U
HN03: H202
4:1,3 105 89 87 90 91 90 94 96 98 94 100 96 91
6: 2,0 -12 81 78 78 81 82 81 85 88 83 91 85 81
8:2,6 20 81 a0 80 83 84 84 85 88 84 90 87 82
Reagentes (%) 139La 140Ce 141Pr 146Nd 147Sm 153Eu 159Tb 160Gd 163Dy 165Ho 166Er 169Tm 172Yb 175Lu
4:1,3 94 97 98 96 97 99 100 100 98 94 98 92 97 95
6: 2,0 84 88 87 86 89 91 92 92 91 86 89 83 88 85
8:2,6 86 88 87 86 90 93 a3 93 91 88 91 85 90 85

(Fonte: Autor)
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O resultado muito baixo para aluminio nos testes com HNO3 4 e 6% indicam

contaminacao no tubo do branco.
As aliquotas obtidas na digestdo foram analisadas no ICPOES para avaliagéo
do teor de carbono dissolvido. Os resultados para as trés faixas de concentragao acida

estudadas estao apresentados na Figura 14 abaixo:

770
765
760
755
750
745
740
735
730
725
720

concentragdo mgL-1

4 :13 6:2 8:2,6
Reagentes ( HNO3: H202) / %
Figura 14 - Determinagao de carbono orgéanico total

(Fonte: Autor)

Com base nos resultados obtidos no teste de fortificacdo e determinacado de
carbono organico total, foi escolhida a primeira faixa de concentragc&o acida para fazer
a digestdo das amostras; 600 pL de acido nitrico 65 % vv-' destilado, 200 uL peroxido
de hidrogénio 30 % vv' e 1500 pL de agua 18,2 MQ.cm. Com o objetivo de melhorar
a rotina analitica e minimizar erros e contaminagao, uma solugéao de acido nitrico 22
% vv! foi preparada para substituir os volumes separados de adigdo de agua e acido
nitrico 65 % vv' e passou-se a utilizar um volume de 2,8 mL de solugdo de acido

nitrico 22 % vv'.
5.3 Linearidade
Com os dados obtidos das leituras da curva analitica em meio acido,

prosseguiu-se o calculo para definicdo da equacgao de regresséo linear pelo método

dos minimos quadrados ponderados relativo, MMQPR. A estimativa da intersecéo, aw,
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inclinagéo, bw, fator de correlagao linear, rw, e coeficiente de determinagéo, rw?, foram

estimados para cada um dos analitos. Os resultados estao descritos na Tabela 13:

Tabela 13 - Equacéao de regresséo linear e coeficiente de correlagéo linear da curva em meio
acido nitrico 5% vv''

Curva de
Analito calibragao Equacao rw?
(ng L)
27 Al 10-90 y=0,0035x-0,0018 0,977
51V 0,5-4,5 y= 0,6603x - 0,0005 0,998
52 Cr 0,5-4,5 y=0,9041x - 0,0072 0,995
55 Mn 10 -90 y=0,094x + 0,0612 0,997
56 Fe 3-27 y=0,1662x - 0,0256 0,996
59 Co 0,5-45 y=0,2775x + 0,0367 0,991
60 Ni 0,5-4,5 y=0,0794x + 0,0004 0,993
63 Cu 10 - 90 y=0,2528x + 0,0593 0,996
66 Zn 3-27 y=0,0103x - 0,0005 0,996
75 As 0,5-4,5 y=0,0199x + 0,0008 0,989
95 Mo 3-27 y=0,0066x + 0,0005 1,000
114 Cd 05-45 y=0,131x + 0,0046 1,000
121 Sb 05-45 y=0,1404x + 0,0071 0,999
138 Ba 05-45 y=0,305x - 0,0309 0,998
139 La 0,5-4,5 y=0,2509x + 0,0057 0,998
140 Ce 0,5-4,5 y=0,3036x + 0,0147 0,995
141 Pr 0,5-4,5 y=0,2985x + 0,0075 0,996
146 Nd 0,5-4,5 y=0,0599x + 0,0016 0,999
147 Sm 05-45 y=0,053x - 0,0003 0,997
153 Eu 0,5-45 y=0,2082x + 0,0002 0,999
160 Gd 05-45 y=0,1373x + 0,0043 0,999
159 Tb 05-45 y=0,4995x + 0,0067 0,998
163 Dy 0,5-4,5 y=0,1216x + 0,0052 0,997
165 Ho 0,5-4,5 y=0,5058x + 0,0071 0,999
166 Er 0,5-4,5 y=0,1785x + 0,0012 0,998
169 Tm 0,5-4,5 y=0,5609x - 0,0004 0,998
172 Yb 0,5-45 y=0,1306x + 0,0014 0,999
175 Lu 0,5-45 y=0,3546x + 0,0108 0,998
201 Hg 0,5-45 y=0,0118x - 0,0041 0,985
206 Pb 0,5-4,5 y=0,1048x + 0,002 1,000
238 U 0,5-4,5 y=0,4981x + 0,0036 0,999

(Fonte: Autor)
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Como pode se observar pela Tabela 13, o ajuste linear foi adequado para todos
os elementos determinados, com coeficientes de determinacgao (rw?) variando de 0,977
a 1,000. Apenas aluminio, cobalto, niquel, arsénio e mercurio apresentaram um rw?
menor que 0,995, entretanto as curvas apresentam linearidade adequada de acordo
com os testes estatisticos aplicados. Os residuos da curva de calibragdo atenderam
a todas as premissas avaliadas nos testes de Levene, Durbin-Watson e Anderson-

Darling, ou seja, seguem a distribuicdo normal, sdo independentes e homocedasticos.
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Figura 15 - (A) resposta instrumental vs concentragédo (B) Anderson-Darling: distribuicdo
aleatdria dos residuos homoscedasticos (C) Durbin-Watson: Independéncia de residuos (D) Levene:
Normalidade dos residuos do %°Co.

(Fonte: Autor)
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5.4 Seletividade e efeito de matriz

Com os dados obtidos das leituras da curva analitica em digerido da matriz
branca de figado, prosseguiu-se o calculo para definicdo da equagéo de regressao
linear pelo método dos minimos quadrados ponderados relativo, MMQPR. A
estimativa da intersecao, aw, inclinagao, bw, fator de correlagao linear, rw, e coeficiente
de determinacéo, rw?, foram estimados para cada um dos analitos. Os resultados estdo
descritos na Tabela 14:

Tabela 14 - Equacéao de regresséo linear e coeficiente de correlagéo linear da curva em meio
digerido de amostra branca

(continua)
Curva de calibragao
Analito (ug L) Equacao rw?

2T Al 10-90 Y=0,0034x + 0,0047 0,971

StV 0,5-4,5 y=0,6616x + 0,0057 0,998
52 Cr 05-45 y=0,8488x + 0,0901 0,994
55 Mn 10 -90 y=0,0919x + 0,0436 0,997
%6 Fe 3-27 y=0,1878x + 0,055 0,983
% Co 0,5-4,5 y= 0,2954x + 0,0169 0,996
60 Ni 05-45 y=0,0839x + 0,0025 0,995
63 Cu 10-90 y=0,3164x + 0,5221 0,991
66 Zn 3-27 y=0,012x - 0,0015 0,990
5 As 0,5-4,5 y=0,0218x - 0,0009 0,995
% Mo 3-27 y= 0,0063x + 0,001 0,996
114 Cd 0,5-45 y=0,1385x + 0,0025 0,996
121 8b 0,5-4,5 y=0,1473x - 0,0047 0,997
138 Ba 05-45 y=0,3069x + 0,0129 0,996
9 a 0,5-45 y=0,2434x + 0,0047 0,999
140 Ce 0,5-4,5 y = 0,2955x + 0,0117 0,998
141 Pr 0,5-45 y=0,2985x + 1E-05 0,999
146 Nd 0,5-45 y= 0,0595x + 0,0004 0,996
147 Sm 0,5-4,5 y=0,0514x + 0,0013 0,998
153 Eu 0,5-45 y=0,2046x + 0,0011 0,998
159 Th 0,5-45 y=0,4936x + 0,0103 0,999
160 Gd 0,5-45 y=0,1363x + 0,0049 0,999
163 Dy 0,5-45 y=0,1215x + 0,0002 0,999

85 Ho 05-45 y=0,4968x + 0,0045 0,999
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166 Er 0,5-45 y=0,1721x + 0,0028 0,999
169 Tm 0,5-45 y=0,56384x + 0,0129 0,999
72Yb 0,5-45 y=0,1279x + 0,0021 0,998
75 Lu 0,5-45 y=0,3377x + 0,0069 0,999
201 Hg 0,5-45 y =0,0141x - 0,0025 0,994
206 Ph 0,5-45 y = 0,1044x + 0,0093 0,999
28U 0,5-45 y=0,5135x + 0,0024 1,000

(Fonte: Autor)

O ajuste linear foi adequado para todos os elementos determinados, com
coeficientes de determinacédo (rw?) variando de 0,971 a 1,000. Apenas aluminio,
cromo, ferro, cobre, zinco e mercurio apresentaram um rw? menor que 0,995,
entretanto as curvas apresentam linearidade adequada de acordo com os testes
estatisticos aplicados. Os residuos da curva de calibragdo atenderam a todas as
premissas avaliadas nos testes de Levene, Durbin-Watson e Anderson-Darling, ou
seja, seguem a distribuicdo normal, s&o independentes e homoscedasticos.

No teste de seletividade todos os elementos apresentaram efeito de matriz com
excecgao do vanadio, térbio e gadolinio, portanto, deve-se utilizar a curva em digerido
de matriz branca para avaliagdo dos préximos parametros da validagao, a saber, limite
de deteccéo e quantificacdo, preciséo, veracidade e robustez.

5.5Limite de deteccao e quantificagao

De acordo com o Manual da Garantia de Qualidade do MAPA (BRASIL, 2011)
os limites de deteccdo e quantificacdo devem ser estimados com 21 brancos e,
posteriormente, deve ser confirmado com 7 amostras brancas fortificadas com os
valores estimados ou valores préoximos. Os valores de LD e LQ estimados e de LQ da
técnica e do método (obtido multiplicando-se o LQ da técnica por 90, que é o fator de
diluicao utilizado no preparo da amostra) sao apresentados na Tabela 15. Para cobre,
ferro e zinco, os valores de LD e LQ do método foram obtidos multiplicando-se os LD’s
e LQ’s da técnica por 4500, pois para esses elementos as amostras tiveram uma
diluicdo adicional de 50 vezes. O LD e LQ do método foram estimados conforme
equacao 39 e 40, respectivamente. O LD estimado foi determinado como sendo 1/3
do menor ponto da curva analitica e o LQ da técnica estimado como sendo igual ao

menor ponto da curva analitica.
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Fez-se uma fortificagdo da matriz de concentragao igual ao primeiro nivel da
curva para cada elemento, ou seja, 0,5 ug L' para vanadio, cromo, cobalto, niquel,
arsénio, cadmio, antiménio, bario, mercurio, chumbo, urénio e terras raras, 3 pg/L para
molibdénio, 10 ug L' para aluminio e manganés, 150 ug L' para ferro e zinco e 500
ug L' para cobre. Para ser aceito como limite de quantificagdo, a andlise das amostras
fortificadas nessas concentracdes deve apresentar recuperacao aceitavel, nas faixas
de 50 a 120% e 80 a 110% para fortificagdes na faixa de 0,5 e acima de 10 ug L™,
respectivamente. Todos os elementos tiveram seus limites de quantificacdo
confirmados no nivel mais baixo das suas respectivas curvas. Os limites de detecgao
do método variaram de 0,014 a 4,05 mg/kg e os limites quantificagdo do método

variaram de 0,045 a 45 mg/kg.

Tabela 15 - Parametros obtidos na avaliagdo dos limites de detecgao e quantificagao

(continua)
Analito LD estimado LD método LQ estimado LQ técnica LQ método
(ng L) (mg kg™) (ng L) (ng L) (mg kg™)

21 Al 3,00 0,270 10,0 10,0 0,900
STV 0,15 0,014 0,279 0,5 0,045
52 Cr 0,15 0,014 0,423 0,5 0,045
5 Mn 3,00 0,270 17,6 10 0,900
% Fe 0,90 4,050 8,15 3 13,5
% Co 0,15 0,014 0,491 0,5 0,045
60 Ni 0,15 0,014 0,617 0,5 0,045
63 Cu 3,00 0,270 29,3 10 45,0
66 Zn 0,90 4,050 16,1 3 13,5
5 As 0,15 0,014 0,287 0,5 0,045
% Mo 0,90 0,081 1,50 3 0,270
114 Cd 0,15 0,014 0,309 0,5 0,045
121 8b 0,15 0,014 0,412 0,5 0,045
138 Ba 0,15 0,014 0,299 0,5 0,045
39 a 0,15 0,014 0,161 0,5 0,045
140 Ce 0,15 0,014 0,203 0,5 0,045
41 Pr 0,15 0,014 0,045 0,5 0,045
146 Nd 0,15 0,014 0,214 0,5 0,045
147 Sm 0,15 0,014 0,039 0,5 0,045
153 Eu 0,15 0,014 0,009 0,5 0,045

%9 Tb 0,15 0,014 0,003 0,5 0,045
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160 Gd 0,15 0,014 0,027 0,5 0,045
163 Dy 0,15 0,014 0,013 0,5 0,045
85 Ho 0,15 0,014 0,004 0,5 0,045
166 Er 0,15 0,014 0,014 0,5 0,045
169 Tm 0,15 0,014 0,003 0,5 0,045
72Yb 0,15 0,014 0,007 0,5 0,045
75 Lu 0,15 0,014 0,003 0,5 0,045
201 Hg 0,15 0,014 1,42 0,5 0,045
206 Ph 0,15 0,014 0,405 0,5 0,045
28U 0,15 0,014 0,012 0,5 0,045

(Fonte: Autor)

5.6 Precisao e recuperagao

A precisdo e exatiddo do meétodo foram avaliadas por estudos de adicéo e
recuperacdo em amostras de figado bovino, que foram posteriormente digeridas. A
fortificacao das amostras foi realizada em dois niveis de concentracido, sendo essas
equivalentes aos primeiro e terceiro ponto das curvas apos diluicdo de 90 vezes das
amostras para aluminio, vanadio, cromo, cobalto, manganés, niquel, arsénio,
molibdénio, cadmio, antimonio, bario, mercurio, chumbo, uranio e terras raras, e de
4500 vezes para ferro, cobre e zinco. Assim, as amostras digeridas de figado deveriam
apresentar apds diluigao teores de 0,5 e 2,5 ug L' de vanadio, cromo, cobalto, niquel,
arsénio, cadmio, antiménio, bario, mercurio, chumbo, uranio e terras raras; 3,0 e 15,0
ug L' para ferro, zinco e molibdénio e 10 e 50 ug L™ para aluminio, manganés e cobre.

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 16. Os coeficientes de
variagao (CV) nos estudos de repetitividade e precisdo intermediaria variaram de 0,4
a 23,8% e de 1,9 a 24,2%, respectivamente, sendo todos os valores considerados
adequados de acordo com os critérios de aceitacdo estabelecidos pelo MAPA.
(BRASIL, 2011). Os maiores CV foram observados para aluminio, manganés, ferro,
cobre e zinco porque esses elementos estdo em maiores concentragdes na amostra
branca sugerindo a escolha de uma faixa mais ampla de fortificagcdo. No estudo de
tendéncia, as recuperacgdes variaram de 81,5 a 109,7%, estando de acordo com os
critérios de aceitacdo que estabelecem que para concentragdes abaixo de 1 ug/L (50
a 120 %), entre 1 e 10 pg/L (70 a 110%) e acima de 10 pg/L (80 a 110%) para a

maioria dos elementos.



Tabela 16 - Parametros obtidos na avaliacdo da repetitividade, precisado intermediaria e

exatidao
Repetitividade Precisao Intermediaria Recuperagao (%)
Analito (CV,%)N=6 (CV,%) N =12 N=12

Nivel baixo Nivel médio Nivel baixo Nivel médio Nivel baixo Nivel médio

2T Al 18 7 22 8 99 104

v 8 2 7 6 104 103

52 Cr 9 6 11 5 92 104

55 Mn 19 5 23 6 102 107
56 Fe 24 5 24 16 90 106
% Co 12 2 9 6 100 102
80 Ni 5 3 8 8 96 102

& Cu 15 4 17 4 95 109
86 Zn 20 7 20 6 81 109
s As 9 4 7 5 109 105
% Mo 5 1 12 4 90 97
"4 Cd 8 2 10 2 108 103
121 8b 6 3 8 6 110 106
138 Ba 11 4 13 5 88 98
¥ la 4 2 4 9 107 105
140 Ce 11 2 13 19 99 106
41 Pr 4 2 6 5 100 98
146 Nd 6 1 10 7 98 98
147 8m 8 2 7 6 96 98
%3 Eu 4 1 5 5 97 98
19 Tb 3 0,4 5 4 99 99
160 Gd 4 1 5 3 98 100
163 Dy 4 2 5 5 99 98
165 Ho 3 1 5 3 99 99
166 Er 3 2 5 6 100 100
169 Tm 2 1 3 5 96 99
2Yb 3 2 6 5 99 99
75 Lu 3 1 6 6 96 98
201 Hg 5 3 8 2 106 109
205 Pp 4 2 18 2 82 102
1 3 2 98 101

238 U 3
(Fonte: Autor)
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5.7 Robustez

O estudo de robustez foi realizado com pequenas variagdes em condicdes
experimentais, considerando-se a implementacdo do método na rotina do laboratério.
Os fatores e variacdes estudados foram apresentados na Tabela 8. Na Tabela abaixo

estao apresentados os resultados obtidos no estudo de cada um dos fatores.

Tabela 17 - Resultado do estudo de robustez

Fatores estudados Elementos impactados

Massa de amostra triturada Mn, Co, Cu, Sb, Ba e Nd
Acido nitrico da trituracdo Co,Cue Sh

Acido nitrico digestao Cu, As, Tbe Ho

Peréxido de hidrogénio Al, Mn, Co, Zn, Mo, Sb, Nd, Sm e Tb
Massa de amostra digerida Mn, Co, Cue Zn

Lavagem dos tubos do micro-ondas Mn e Co
Exaustao/ fluxo laminar Mn, Mo, Cue Yb

(Fonte: Autor)

Por se tratar de um método para analise multielementar, as condi¢des
restritivas para um elemento serdo aplicadas a todos. Desta forma, conclui-se que
para execucao adequada, o preparo deve ser realizado atendendo todas as variaveis
estudadas acima. Ou seja, a trituragdo da amostra deve ser realizada com 4,0g de
amostra e 2,0 g de acido nitrico 22% vv', enquanto a digestdo com 200 mg de amostra
triturada, 2,8 mL de acido nitrico 22% vv-'e 0,2 mL de peroxido de hidrogénio 30 % vv-
', sendo a etapa de adig&o do acido nitrico e perdxido de hidrogénio realizada dentro
da capela de fluxo-laminar e deve-se se realizar a lavagem das paredes dos tubos de

digestao para garantir uma transferéncia eficiente do digerido para o tubo Corning®.

5.8 Expansao de Escopo

Foi realizado o procedimento de expansdo de escopo para sangue bovino,
figado de galinha, suino e de peixe, rim bovino e suino, musculatura e branquias de
peixe. Foram preparadas solugdes brancas com figado bovino e com cada uma das
matrizes a partir das quais foram feitas as curvas de calibracdo e as respostas

instrumentais dessas novas matrizes foram comparadas as obtidas na matriz de
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figado bovino para avaliagdo da linearidade e seletividade. Cada nova matriz foi

processada em sextuplicatas, fortificada em nivel alto e médio, digerida e analisada

para avaliagao da recuperagao e precisao.

Os resultados dos testes de linearidade, seletividade, precisao intermediaria e

recuperacao estdo apresentados nas Tabelas 18 a 25.

Tabela 18 - Parametros obtidos na avaliagdo da linearidade, seletividade, precisédo e

recuperagdo em sangue bovino

Linearidade e seletividade

Repetitividade Recuperacao

: . %CV  %CV 0 0

Analito Matgz\zz:gue r»> Matriz figado bovino r,? |:?vel |f;vel nicoel nicoel

baixo médio baixo médio
ZTAl y=0,0022x + 0,0015 0,994 y=0,0022x +0,0015 0,970 15 5 69 89
'V y=0,7424x + 0,0641 0,997 y=0,7577x +0,0168 0,999 8 4 96 104
2Cr  y=1,0397x + 0,0713 0,998 y=1,0261x-0,0578 0,996 4 5 110 108
®Mn  y=0,1016x + 0,106 0,994 y=0,1006x + 00,0574 0,997 4 2 104 104
%Fe y=0,2242x-0,5455 0,932 y=0,2242x-0,5455 0,987 22 14 92 89
%Co y=0,4393x +0,0357 0,999 y=0,4422x-0,0535 0,981 4 3 113 105
0ONi  y=0,1278x +0,0021 0,999 y=0,1213x +0,0061 0,997 15 5 104 106
6 Cu  y=0,0846x + 0,0505 0,998 y=0,0846x +0,0505 0,998 2 4 11 101
%Zn  y=0,014x + 0,0065 0,977 y=0,0117x-0,0325 0,991 3 4 -178 103
As  y=0,0311x-0,0012 0,995 y=0,0311x-0,0012 0,995 15 4 104 108
%Mo y=0,0064x-0,0004 1,000 y=0,0064x-0,0004 0,997 5 2 91 99
" Cd y=0,1688x + 0,0065 0,998 y=0,1682x +0,0009 0,996 10 4 98 105
1218b  y=0,204x +0,0025 0,997 y=0,2099x - 0,0173 0,998 8 3 108 105
¥ Ba y=0,3759x + 0,0264 0,999 y=0,3759x +0,0264 0,997 6 2 108 105
¥la y=0,2045x +0,0099 1,000 y=0,2132x +0,0043 0,998 3 2 101 101
“0Ce y=0,2559x +0,0026 1,000 y=0,2559x +0,0026 0,999 3 1 101 101
“IPr y=0,2258x + 0,0053 1,000 y=0,2328x +0,0063 0,999 4 2 98 101
“6Nd y=0,0444x + 00,0007 0,998 y=0,0446x +0,0012 1,000 6 3 92 97
“r8m  y=0,0388x + 5E-05 1,000 y=0,0388x +5E-05 0,997 5 3 99 101
" Eu  y=0,1501x + 0,0044 1,000 y=0,1553x + 0,0008 0,998 2 2 102 101
9Tb y=0,1082x + 0,0036 0,999 y=0,1082x + 0,0036 0,999 4 1 96 102
0 Gd y=0,3537x+0,0138 0,999 y=0,366x-8E-05 1,000 3 2 100 102
13Dy  y=0,0859x + 0,0046 0,999 y=0,0859x + 0,0046 0,999 4 2 105 100
®®Ho y=0,3702x + 0,0091 0,999 y=0,3703x +0,0034 1,000 4 2 104 101
6 Er  y=0,128x + 0,0046 0,999 y=0,128x +0,0046 0,999 2 2 103 102
' Tm  y=0,4096x + 0,0098 1,000 y=0,4097x +0,0059 0,999 3 1 99 101
72Yb  y=0,0934x + 0,0034 1,000 y=0,0934x +0,0034 1,000 6 2 98 101
" Lu y=0,2164x +0,0056 1,000 y=0,2249x +0,0035 0,995 3 2 99 101
2THg y=0,0138x-0,0006 0,997 y=0,0168x-0,001 0,990 6 3 76 82
28Pb  y=0,1279x - 0,0003 0,999 y=0,1279x-0,0003 0,999 7 2 91 101
28U y=0,2045x + 0,0099 1,000 y=0,2045x +0,0099 1,000 3 1 102 102

(Fonte: Autor)
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Os resultados do teste de seletividade apontaram efeito de matriz para todos
os analitos, com excec¢ao de bario e gadolinio. Entretanto, avaliando os coeficientes
de variagao e recuperacao obtidos, considerou-se adequado incluir a matriz sangue

bovino ao método, com restricdbes apenas para o nivel mais baixo de aluminio, cobre

e zinco.
Tabela 19 - Parametros obtidos na avaliagao da linearidade, seletividade e precisao e
recuperagao em figado de galinha
Linearidade e seletividade Precisao Recuperagao
Analito %CV  %CV % %

Matriz figado galinha r,? Matriz figado bovino rn> nivel nivel nivel nivel
baixo médio baixo médio

27 Al y=0,0044x +0,0111 0,985 y=0,0062x +0,0288 0,991 8 3 218 102
Sy =0,5812x + 0,0203 0,997 y=0,8147x+0,0311 0,998 7 5 99 109
2Cr y=0,6951x+0,0134 0,997 y=0,1294x-0,0005 0,988 7 3 87 106
%Mn y=0,0799x + 0,0042 0,997 y=0,1164x-0,0296 0,993 6 3 108 102
%Fe y=0,0298x-0,0364 0,988 y=0,0261x+0,0158 0,984 21 7 92 99
% Co y=0,349x + 0,005 0,999 y=04477x-0,006 0,960 2 2 118 107
60ONji y=0,0964x +0,0004 0,998 y=0,1152x+0,0126 0,972 6 5 99 110
63Cu y=0,0486x +0,0027 0,999 y=0,0438x-0,0594 0,994 2 2 100 106
667Zn  y=0,0012x-0,0006 0,996 y=0,0011x-1E-05 0,989 9 2 90 103
5 As y =0,0235x - 3E-05 0,994 y=0,0332x-0,0006 0,997 6 4 105 105
%Mo y=0,0044x +9E-05 0,998 =0,0068x-0,0002 0,997 6 3 96 97
"4Cd y=0,1195x +0,0058 0,998 y=0,1576x+0,0107 0,987 3 3 96 109
21sb y=0,1235x + 0,0022 0,997 y=0,1696x +0,0062 0,999 9 3 106 102
Ba y=0,2361x+0,0061 0,999 y=0,347x+0,0079 0,999 4 3 104 102
¥la y=0,2271x+0,0078 0,999 y=0,4161x+0,0091 0,968 3 3 85 87
40Ce y=0,2738x+0,0069 1,000 y=0,485x+0,0201 0,977 5 4 87 90
“1Pr y=0,2366x +0,0042 0,999 y=0,4285x+0,0023 0,973 3 4 88 89
46 Nd y=0,0472x+0,0009 0,999 y=0,0871x-0,0009 0,985 4 3 87 89
47Sm y=0,0407x + 0,0013 0,998 y=0,0723x+0,0003 0,982 6 5 87 91
3Eu  y=0,1528x + 0,0012 0,999 y=0,2693x +0,0002 0,981 4 5 86 92
9 Tb y=0,1081x-0,0005 0,999 y=0,1764x+0,0043 0,992 4 3 87 93
0Gd y=0,365x+0,0092 0,998 y=0,6305x-0,0004 0992 5 2 89 96
83Dy y=0,0876x +0,0019 0,999 y=0,152x-0,0021 0,993 4 3 81 91
5 Ho y=0,3483x+0,0042 0,999 y=0,5882x+0,0008 0,988 2 2 91 93
66 Er y=0,1257x + 0,0009 1,000 y =0,21x - 0,0034 0,997 3 3 95 94
1 Tm y=0,3722x+ 0,005 0,999 y=0,6171x+0,0017 0,992 2 3 92 92
2Yb y=0,0841x +0,0019 0,999 y=0,137x+0,0046 0,993 6 3 82 97
7S lu y=0,1952x-0,0004 0,999 y=0,3435x+4E-05 0,977 4 3 86 91
201Hg y=0,0095x - 0,0003 0,988 y=0,0135x-0,0012 0,985 14 14 105 108
26pPp  y=0,084x-0,0003 0,999 y=0,1221x+0,0085 0,999 4 1 91 103
28U  y=0,4151x+0,0093 0,999 y=0,5891x+0,0118 0,999 2 2 100 105

(Fonte: Autor)
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Os resultados do teste de seletividade apontaram efeito de matriz para todos

os analitos. Entretanto, avaliando os coeficientes de variagao e recuperacio obtidos,

considerou-se adequado incluir a matriz figado de galinha ao método, com restrigdes

apenas para o nivel mais baixo de aluminio.

Tabela 20 - Parametros obtidos na avaliagao da linearidade, seletividade e precisao e

recuperacao em figado suino

Linearidade e seletividade Precisao Recuperagao
. %CV  %CV ] .
Analito Matriz figado suino rw? Matriz figado bovino rw? |:?\_/el |f;’ve_l o/;;:i')‘('gl T;Zg;gl
baixo médio
Al y =0,0069x + 0,0171 0,997 y=0,0085x + 0,0164 0,975 10 4 108 82
vV y=0,7957x + 0,0355 0,998 y=0,7542x +0,0586 0,996 5 3 99 104
2 Cr y = 1,0044x + 0,0301 0,998 y=0,928x +0,0913 0,995 4 6 107 109
% Mn y=0,115x-0,0402 0,997 y=0,1049x + 0,0759 0,998 8 4 100 100
% Fe y=0,1561x + 0,1447 0,963 y=0,152x-0,0869 0,989 33 14 109 102
% Co y =0,4886x - 0,0054 0,999 y=0,4292x-0,032 0,987 4 2 106 109
60 Ni y=0,1288x-0,0012 0,995 y=0,1129x - 0,0048 0,990 6 3 112 110
& Cu y=0,2753x + 0,1483 0,998 y=0,259x + 0,2797 0,941 5 2 108 116
%6 Zn y=0,0119x + 0,001 0,996 y=0,0112x-0,0289 0,980 22 4 93 110
s As y =0,0347x - 0,0023 0,996 y=0,0329x - 0,0005 0,995 7 3 108 99
% Mo y = 0,0069x + 0,0005 0,996 y=0,007x-7E-05 0,999 10 3 98 98
14 Cd y =0,1694x - 0,0024 0,999 vy =0,1535x - 0,0048 0,993 10 3 96 109
121 8b y=0,1853x - 0,0044 0,998 y=0,172x +0,0066 0,997 5 3 98 101
138 Ba y =0,3762x - 0,0008 0,998 y=0,3568x +0,0155 0,998 3 1 101 99
¥ La y =0,3724x - 0,0059 0,999 y=0,3993x + 00,0022 0,989 2 1 94 84
“0Ce  y=0,4211x+0,0122 0,997 y=0,4699x - 0,0047 0,997 1 2 99 85
"1 Pr y =0,3732x + 0,0071 0,997 y=0,4175x + 00,0019 0,997 1 2 93 84
146 Nd y =0,0752x + 0,0021 0,996 y=0,0836x +0,0006 0,995 2 3 97 85
147 Sm y =0,0661x - 0,0003 0,997 y=0,0735x-0,0005 0,998 4 5 75 81
193 Eu y =0,2387x + 0,0081 0,998 y=0,2645x + 00,0089 0,997 1 2 91 83
199 Tb y =0,1645x + 0,0033 0,999 y=0,1794x-0,004 0,998 4 2 93 86
0 Gd  y=0,5684x +0,0157 0,998 y=0,6306x-0,0022 0,998 3 2 83 84
163 Dy y=0,1387x + 0,0012 0,999 vy =0,1543x - 0,0005 0,996 2 2 96 88
165 Ho y =0,5601x - 0,0034 0,999 y=0,5904x + 0,012 0,998 2 2 94 94
106 Er y =0,1929x + 0,0027 0,999 vy =0,2135x-0,0025 0,996 2 2 97 89
'Tm  y=0,5809x + 0,0173 1,000 vy =0,6204x +0,0073 0,997 3 1 81 87
72Yb y =0,1364x + 0,0001 0,999 y=0,1431x + 00,0019 0,997 2 2 93 89
75 Lu y=0,3315x + 0,0022 0,999 y=0,3687x +0,0164 0,996 1 1 90 84
201 Hg y =0,0159x - 0,0021 0,990 vy =0,0144x-0,0035 0,993 9 4 89 114
208 Pb y=0,1251x + 0,0022 0,999 y=0,1251x +0,0019 0,998 14 2 91 126
28U y=0,6189x-0,0094 0,998 y=0,6097x + 0,004 0,999 2 1 104 98

(Fonte: Autor)
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Os resultados do teste de seletividade apontaram efeito de matriz para todos
os analitos, exceto para uranio. Entretanto, avaliando os coeficientes de variacédo e
recuperacao obtidos, considerou-se adequado incluir a matriz figado suino ao método,
com restricdes apenas para o nivel mais baixo de ferro, pois apresentou coeficiente

de variagédo acima do desejavel.

Tabela 21 - Parametros obtidos na avaliagao da linearidade, seletividade e precisao e
recuperagao em figado de tilapia

(continua)
Linearidade e seletividade Preciséao Recuperagéo
Analito %CV  %CV % %

Matriz figado tilapia rn> Matriz figado bovino  r,? nivel nivel nivel nivel
baixo médio baixo médio

Al y=0,0067x-0,0149 0,993 Y=0,0062x+0,0288 0991 19 6 110 103

'V y=0,823x+0,0662 0,998 Yy=0,8147x+0,0311 0998 7 3 98 105
2Cr  y=1,0041x + 0,0431 0,997 Yy=0,1294x-0,0005 0998 9 2 91 109
®Mn  y=0,1153x + 00,0225 0,999 Y=0,1164x-0,0296 0993 4 4 96 97
®Fe y=0,0281x+0,0279 0,995 Y=0,0261x+0,0158 0984 16 3 106 104
¥Co y=05168x-0,0658 0,989 VY=04477x-0,006 0960 21 6 113 100
®Ni  y=0,1408x-0,0093 0996 Yy=0,1152x+0,0126 0972 3 6 114 108
B Cu  y=0,0498x +0,0569 0,993 y=0,0438x-0,0594 0944 13 10 106 103
®Zn  y=0,0011x-8E-05 0,997 Y=0,0011x-1E-05 0989 13 4 87 99
As  y=0,0353x-0,003 0997 Y=0,0332x-0,0006 0994 9 4 101 102
%Mo y=0,0067x-0,0004 0,999 Y=0,0068x-0,0002 0997 5 2 94 96
" Cd y=0,1766x + 0,0024 0,998 Y=0,1576x+0,0107 (087 11 3 102 109
218b  y=0,1833x-0,0045 0,997 Yy=0,1696x+0,0062 0999 13 5 106 101
"8 Ba y=0,3498x +0,0174 0,997 y=0,3492x+0,0126 0999 5 3 109 102
la y=0,3466x-0,0049 0,999 VY=04161x+0,0091 0968 5 1 90 90
“0Ce y=0,4102x +0,0006 0,999 Yy=0485x+0,0201 0977 4 1 87 92
"Pr y=0,3537x +0,0021 1,000 Y=04285x+0,0023 0973 2 2 90 90
“eNd y=0,0688x +0,0028 0,998 Yy=0,0871x-0,0009 0985 5 3 89 90
“Sm  y=0,0596x + 0,0031 0,998 Y=0,0723x+0,0003 0982 6 2 84 89
WEu  y=0,2239x +0,0059 0,997 Y=0,2693x+0,0002 0981 3 2 91 89
"Tb  y=0,16x+0,0041 0,998 y=0,1764x+0,0043 0992 5 2 92 93
0Gd y=0,5477x-0,0045 0,997 Y=0,6305x-0,0004 0992 2 3 87 94
Dy y=0,1295x + 0,0041 0,998 Yy=0,152x-0,0021 (0993 5 3 86 87
'Ho y=0,5175x+0,0136 0,998 Y=0,5882x+0,0008 (988 2 2 92 89
"Er y=0,1818x+0,0077 0998 Y=021x-0,0034 0997 5 2 93 92
1 Tm  y=0,5527x +0,0079 1,000 Yy=06171x+0,0017 0992 2 1 92 89
Yb y=0,1233x + 0,0057 0,999 Y=0,137x+0,0046 (993 2 3 81 94
"Llu  y=0,2851x +0,0035 0,999 VY=0,3435x+4E-05 (977 2 2 87 88
*"Hg y=0,0146x-0,0013 0995 y=0,0135x-0,0012 0,998 13 9 98 104




94

206 pPp
238

y = 0,126x + 0,005
y = 0,6212x + 0,0086

0,996 y=0,1221x + 0,0085 0,999
1,000 y=0,5891x +0,0118 0,968

4

3 86
2 105

105
105

(Fonte: Autor)

Os resultados do teste de seletividade apontaram efeito de matriz para todos

os analitos, exceto para bario e zinco. Entretanto, avaliando os coeficientes de

variagao e recuperagao obtidos, considerou-se adequado incluir a matriz figado de

peixe ao método.

Tabela 22 - Parametros obtidos na avaliagao da linearidade, seletividade e precisao e
recuperagao em rim bovino

(continua)

Linearidade e seletividade Precisao Recuperagao
Analito %CV  %CV % %

Matriz rim bovino rw? Matriz figado bovino rv> nivel nivel nivel nivel

baixo médio baixo médio
27Al y=0,0018x +0,0005 0,999 y=0,0016x +0,0052 0,991 10 3 100 106
'V y=0,8599x +0,0206 0,991 y=0,8147x + 0,0311 0,998 7 3 102 107
52Cr  y=1,0307x-0,0208 0,995 y=0,1294x - 0,0005 0,997 7 1 102 109
%Mn y=0,1171x+0,0229 0,998 y=0,1164x-0,0296 0,993 5 2 99 101
% Fe y=0,0277x +0,0008 0,997 y=0,0261x+0,0158 0,980 21 5 91 108
¥ Co y=0,5076x-0,0079 0,997 y = 0,4477x - 0,006 0,960 5 1 96 105
60Ni y=0,1394x +0,0012 0,997 y=0,1152x+0,0126 0,972 7 3 96 109
63Cu y=0,0471x+0,0116 1,000 y=0,0438x - 0,0594 0,944 3 2 92 104
66Zn  y=0,0011x + 0,0001 0,998 y =0,0011x - 1E-05 0,989 7 5 103 100
5As y=0,0345x + 0,0009 0,994 y=0,0332x-0,0006 0,996 4 7 96 107
% Mo y=0,0066x-0,0007 0,999 = 0,0068x - 0,0002 0,997 4 5 95 98
"4Cd y=0,1786x-0,0013 0,996 y=0,1576x +0,0107 0,987 7 5 106 107
21Sb y=0,1837x +0,0008 0,996 y=0,1696x +0,0062 0,999 10 5 94 106
8 Ba y=0,3577x + 0,006 0,997 y =0,347x + 0,0079 0,999 22 4 101 103
¥1a y=0,3648x-0,0089 0,997 y=0,4161x + 0,0091 0,968 3 1 92 92
40Ce y=0,4259x -0,0136 0,998 y = 0,485x + 0,0201 0,977 2 2 88 92
“Pr  y=0,3763x-0,0131 0,996 y=0,4285x +0,0023 0,973 4 2 92 93
46Nd y=0,0763x-0,0018 0,999 y=0,0871x-0,0009 0,985 5 3 86 94
47Sm y=0,0619x+0,001 0,996 y=0,0723x +0,0003 0,982 6 3 83 92
B3Eu  y=0,242x-0,0075 0,997 y=0,2693x +0,0002 0,992 2 2 91 92
9 Tbh y=0,1641x-0,0004 0,999 y=0,1764x + 0,0043 0,992 3 2 93 96
0 Gd y=0,5664x-0,0074 0,997 y=0,6305x-0,0004 0,992 2 2 89 97




95

163Dy y=0,1367x-0,0042 0,998  y=0,152x-0,0021 0,993 7 2 88 95
185Ho y=0,5377x-0,0105 0,999 y=0,5882x +0,0008 0,988 4 2 94 96
166 Er  y=0,1872x + 0,0016 0,998 y = 0,21x - 0,0034 0,997 4 1 99 97
189 Tm y=0,576x-0,0109 0,999 y=06171x+0,0017 0,992 2 1 93 95
72yh  y=0,1298x + 0,0005 0,997  y=0,137x+0,0046 0,993 3 0,5 87 96
75y y=0,3008x-0,0061 0,998 y=0,3435x+4E-05 0977 2 2 93 92
200Hg  y=0,0136x-0,0003 0,986 y=0,0135x-0,0012 0985 10 4 139 136
206 P y=0,1263x + 0,0007 0,995 y=0,1221x +0,0085 0999 14 4 93 104
28  y=0,6167x-0,0189 0,998 y=05891x+0,0118 0,999 3 1 101 109
(Fonte: Autor)
Os resultados do teste de seletividade apontaram efeito de matriz para todos
os analitos, exceto para arsénio e zinco. Entretanto, avaliando os coeficientes de
variagao e recuperacgao obtidos, considerou-se adequado incluir a matriz rim bovino
ao método.
Tabela 23 - Parametros obtidos na avaliagao da linearidade, seletividade e precisao e
recuperagcao em rim suino
(continua)
Linearidade e seletividade Precisao Recuperagao
Analito Matriz rim suino rw? Matriz figado rw? :ﬁa’l :ﬁa’l niocoel % r'1i\{el
bovino baixo médio baixo medio
Al y=0,003x + 0,0013 0,993 y=0,0031x + 0,0016 0,993 8 4 100 92
'V y=0,761x+0,0258 0,997 y=0,7298x + 0,03 0,998 8 4 102 106
%2Cr  y=0,9375x + 0,0334 0,996 y=0,9375x + 0,0334 0,995 5 4 104 109
®Mn  y=0,1071x-0,034 0,998 y=0,1073x +0,1084 0,997 8 2 92 100
% Fe y=0,1665x + 0,0442 0,998 y=0,1681x-0,0799 0,981 18 3 108 114
®Co  y=0,0181x +0,0097 0,998 y=0,0181x +0,0097 0,987 7 3 108 108
NIy =0,3625x + 0,0097 0,998 y =0,0866x +0,0044 0,996 22 4 95 110
88Cu  y=0,3109x+0,103 1,000 y=0,3109x +0,103 0,956 5 3 71 97
®Zn  y=0,0129x + 0,0054 0,999 y =0,0138x-0,0021 0,979 11 2 92 85
As  y=0,0272x +0,0003 0,991 y=0,0288x-0,0009 0996 5 3 M7 102
%Mo y=0,0068x-0,0002 0,999 y=0,007x+0,0011 0,999 14 3 o7 100
"Cd  y=0,1533x-0,0007 0,999 vy =0,1533x - 0,0007 0,992 16 4 98 108
#1Sb vy =0,1813x-B6E-05 0,999 y =0,1758x + 0,0074 0,998 18 3 92 104
*®Ba  y=03717x-0,0002 0,999 y=0,3717x-0,0002 0,999 5 2 116 104
*la  y=0,3035x-0,0022 0,999 y=0,3035x-0,0022 0997 3 2 92 1




96

"9Ce y=0,3623x +0,0009 0,999 y=0,3898x + 0,0296 0,996 3 2 99 93
WIPr v =0,3405x-0,003 0,999 y=0,373x+0,0195 0,990 3 2 89 89
"“Nd  y=0,0663x-0,0003 0,998 y=0,0663x-0,0003 0,992 9 2 82 85
“8m y=0,0577x +0,0001 0,998 y=0,0577x +0,0001 0,993 6 2 86 92
EUy=0,2225x +0,0003 0,991 y=0,2225x +0,0003 0,997 6 1 89 90
Tb  y=0,1495x + 0,003 1,000 y=0,1495x + 0,003 0,999 2 1 93 96
Gd  y=0,5277x +0,0006 0,999 y =0,5534x +0,0352 0,997 4 1 90 93
Dy y=0,1269x + 0,0037 0,998 y =0,1367x +0,0083 0,998 5 1 90 93
" Ho y=05245x +0,0039 1,000 y=0,5245x +0,0039 0,999 3 2 86 95
Er  y=0,1846x-0,0019 0,998 y=0,1937x + 0,0069 0,997 4 1 92 94
9Tm v =057x+0,0036 0,999 y=0,5988x +0,0106 1,000 4 1 93 96
"2Yb  y=0,131x + 0,0007 1,000 y=0,131x+0,0007 0,998 5 2 98 99
"Lu 4y =0,333x-0,001 1,000 y=0,3639x+0,0175 0,991 4 2 76 92
2"Hg  y=0,0094x -0,0025 0,993 y=0,0091x-0,0009 0,991 4 2 1907 2083
2%Pb v =0,1242x-0,005 0,999 y=0,1223x-0,0017 0,999 16 7 13 116
#%U vy =0,6203x + 0,001 1,000 y=0,6203x +0,001 0,999 4 1 94 103

(Fonte: Autor)

Os resultados do teste de seletividade apontaram efeito de matriz para todos
os analitos. Entretanto, avaliando os coeficientes de variagao e recuperacio obtidos,
considerou-se adequado incluir a matriz rim suino ao método com restricbes para o
mercurio. O resultado para esse elemento foi na ordem de vinte vezes maior que as
recuperagbes médias ideais precisam ser mais bem investigados, pois o teste for

repetido e os resultados obtidos n&o se alteraram.

Tabela 24 - Parametros obtidos na avaliagao da linearidade, seletividade e precisao e
recuperagdo em musculatura de tilapia

(continua)
Linearidade e seletividade Precisao Recuperagao
. o 0, 0, o
Analito  Matriz musculatura . e . . HCV %CV - % %
oo Mw Matriz figado bovino ry nivel nivel nivel nivel
de tilapia . 1 . 4
baixo médio baixo médio
27 Al y = 0,0031x + 0,0031 0,997 y=0,0031x +0,0031 0,993 13 5 102 91
STV y =0,766x + 0,0187 0,998 y=0,766x+0,0187 0,998 8 5 97 101
52 Cr y =0,9241x + 0,064 0,997 y=0,9016x +0,0301 0,995 9 3 112 106
%Mn y=0,1059x + 0,0321 0,999 y=0,1073x + 0,0567 0,997 3 3 95 97
% Fe y=0,182x + 0,0364 0,999 y=0,1684x-0,0609 0,977 5 4 122 106
% Co y=0,3693x +0,0142 0,999 y=0,3475x +0,0188 0,987 5 2 98 105
60 Nj y =0,099x + 0,0031 0,997 y=0,087x+0,0044 0,997 8 2 91 109
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8 Cu
66 Zn
S As
% Mo
114 Cd
121 Sph
138 Bg
139 | g
140 Ce
141 pr
146 Nd
147 Sm
183 Ey
159 Th
160 Gd
163 Dy
165 Ho
166 Er
169 Tm
172 Yp
175 Ly
201 Hg

206 Pp
238

y = 0,2761x - 0,1677
y =0,0111x + 0,0373
y = 0,0273x - 0,0063
y = 0,0069x + 0,0005
y = 0,1594x + 0,0021
y = 0,1854x + 0,0071
y = 0,3686x + 0,0243
y = 0,2884x + 0,0051
y = 0,3468x + 0,0131
y = 0,3203x + 0,0067
y = 0,0634x + 0,0015
y = 0,0567x - 0,0006
y = 0,215x + 0,0047
y = 0,1459x + 0,0043
y = 0,5124x + 0,0094
y = 0,1231x + 0,004
y = 0,5037x + 0,0189
y = 0,1767x + 0,0072
y = 0,5578x + 0,0154
y = 0,1275x + 0,0028
y = 0,3189x + 0,0077
y = 0,0098x - 0,0021
y = 0,1246x + 0,0027
y = 0,6046x + 0,0129

0,999
0,939
0,973
1,000
0,998
0,998
0,999
1,000
0,999
1,000
0,999
0,999
1,000
1,000
1,000
1,000
0,999
1,000
1,000
0,998
1,000
0,988
0,998
1,000

y = 0,2761x - 0,1677
y = 0,0106x + 0,0157
y = 0,0288x - 0,001
y = 0,007x + 0,0005
y = 0,1594x + 0,0021
y = 0,1758x + 0,0074
y = 0,3686x + 0,0243
y =0,321x + 0,0193
y = 0,3468x + 0,0131
y = 0,3203x + 0,0067
y = 0,0724x + 0,0037
y = 0,0567x - 0,0006
y = 0,2362x + 0,0139
y = 0,1459x + 0,0043
y = 0,5534x + 0,0351
y = 0,1367x + 0,0083
y = 0,5525x + 0,0181
y = 0,1767x + 0,0072
y = 0,6013x + 0,0073
y = 0,1359x + 0,003
y = 0,3189x + 0,0077
y = 0,0098x - 0,0021
y = 0,1223x - 0,0017
y = 0,6046x + 0,0129

0,974
0,963
0,996
0,999
0,992
0,998
0,999
0,997
0,996
0,990
0,992
0,993
0,997
1,000
0,997
0,998
0,999
0,997
1,000
0,998
0,995
0,991
0,999
0,999
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108
93
80
92
115
101
113
54
83
86
76
83
88
86
80
80
85
88
88
94
84
329
105
92

111
109
98
95
109
98
100
79
81
82
82
82
85
88
87
86
88
89
89
91
82
339
101
96

(Fonte: Autor)

Os resultados do teste de seletividade apontaram efeito de matriz para todos

os analitos. Entretanto, avaliando os coeficientes de variagao e recuperacio obtidos,

considerou-se adequado incluir a matriz musculatura de peixe ao método com

restricdes para o mercurio. Os resultados apresentaram recuperagdes na ordem de

trés vezes maiores que as recuperagdes meédias ideais precisam ser mais bem

investigados, pois o teste de recuperagao for repetido e os resultados obtidos néo se

alteraram.



Tabela 25 - Parametros obtidos na avaliagao da linearidade, seletividade e precisao e

recuperacao em branquia de tilapia

98

Linearidade e seletividade Precisao Recuperagao
. 0 0 X o
Analito Matriz tli)ll;"épr:guia de rw? Matriz figado bovino rw? rf:\c/::l rf:\(:; nicoel nicoel
baixo médio baixo médio
2T Al y = 0,007x + 0,029 0,996 y=0,0085x+0,0164 0975 14 o 102 89
v y=0,8239x + 0,0317 0,998 y=0,7542x + 0,0586 0,996 3 103 110
2Cr  y=1,0427x+0,0408 0,997 y=0,928x+0,0913 0,995 4 4 98 108
®Mn  y=01102x+0,0271 0,999 y=0,1049x + 0,0759 0,998 2 103 101
% Fe y = 0,1551x - 0,031 0,992 y=0,152x-0,0869 0,989 14 10 83 106
¥Co  y=04979x-0,0062 0,999 y=0,4292x-0,032 0,987 1 o7 1M
NI y=0,1294x +0,0026 0,998 y=0,1129x - 0,0048 0,990 3 100 110
¥Cu  y=0,2885x-0,0923 0,997 y=0,259x +0,2797 0,941 3 9% 105
% Zn y=0,0118x-0,006 0,998 y=0,0112x-0,0289 0,980 12 o 95 104
As  y=0,0326x-0,0009 0,995 y=0,0329x-0,0005 0,995 17 3 99 98
®Mo  y=0,0069x-0,0003 1,000 y=0,007x-7E-05 0,999 1 2 104 98
"Cd  y=01725x+0,0043 0,999 y=0,1535x-0,0048 0,993 8 2 o8 111
?1Sb  y=0,182x+0,0024 0,998 y=0,172x+0,0066 0,997 7 3 105 107
®Ba  y=0,3763x-0,0022 0,998 y=0,3568x+0,0155 0,998 8 2 101 101
la  y=03344x +0,0066 0,999 y=0,3993x +0,0022 0,989 2 1 94 86
140 Ce y = 0,4x + 0,0052 0,999 vy =0,4699x-0,0047 0,997 2 1 99 86
“IPr y=0,3508x+0,003 1,000 y=04175x+0,0019 0,997 3 2 94 84
“ONd  y=0,0713x+0,0005 0,999 y=0,0836x +0,0006 0,995 5 2 9% 87
“Sm v =0,0609x+0,002 0998 y=0,0735x-0,0005 0,998 4 3 81
Eu y=0,2234x +0,0069 0,999 y=0,2645x +0,0089 0,997 4 2 92 85
9Tb  y=0,1594x + 0,0006 0,999 y=0,1794x-0,004 0,998 2 1 97 86
Gd  y=05535x+0,0007 0,999 y=0,6306x-0,0022 0,998 2 1 83 86
Dy y=0,1277x+0,0074 0,999 y=0,1543x-0,0005 0,996 1 1 % 90
Ho  y=05261x+0,0074 0999 y=0,5904x +0,012 0998 3 1 9% 95
"Er  y=0,1891x-0,0008 1000 y=02135x-00025 0996 2 2 97 91
Tm  y=05652x +0,0054 0,999 y=0,6204x +0,0073 0,997 3 1 84 89
Yb  y=0,1285x +0,0025 0,999 y=0,1431x +0,0019 0,997 2 1 93 9
"Lu vy =03141x +0,0007 1,000 y=0,3687x+0,0164 0,996 4 1 93 84
21Hg  y=0016x+0,0009 0937 -00144x-00035 0993 g 2 97 118
2Pb v =01257x +0,0047 0,992 y=0,1251x +0,0019 0,998 3 3 110 102
28U y =0,6327x-0,0093 0,999 y=0,6097x + 0,004 0,999 1 2 106 102

(Fonte: Autor)
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Os resultados do teste de seletividade apontaram efeito de matriz para todos
os analitos. Entretanto, avaliando os coeficientes de variagao e recuperacio obtidos,

considerou-se adequado incluir a matriz branquia de peixe ao método.
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6 CONCLUSAO

Um método para determinagao de 31 elementos, sendo eles metais, metalbides
e terras raras, foi otimizado e validado para analise de amostras de figado bovino.

O emprego do moedor Ultra Turrax® Tube Drive se mostrou eficiente como
meétodo alternativo de processamento de amostras de tecidos animais por ser mais
rapido, mais barato e energeticamente eficiente que os métodos usualmente
empregados. Ademais, conseguiu-se bons resultados com o uso de solug&o acida
diluida na digestdo das matrizes estudadas.

Dessa forma, o método foi validado para a matriz proposta e realizados os
procedimentos para expansao de escopo para rim bovino e suino, figado suino de
galinha e de peixe, sangue bovino e musculo e branquias de peixe por meio da
determinacéao via ICPMS-MS.

Sendo assim, conclui-se que a validagao e expansido de escopo do método
para determinacdo de metais e metaloides em amostras de tecidos animais atende
os parametros determinados.

Futuramente espera-se fazer um estudo mais detalhado para investigagao nos
problemas encontrados nos resultados de mercurio nas matrizes de musculo de
peixe e rim suino e zinco e aluminio em sangue bovino. Também se espera a
realizacao de testes para diminuicdo do tempo de processamento da amostra no
Ultra Turrax, além da utilizacdo do método para analise de amostras reais.
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