Universidade Federal de Minas Gerais

Instituto de Ciéncias Exatas

Departamento de Quimica

Alisson Luiz Diniz Silva

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO PARA
DETERMINACAO DE ARSENIO TOTAL EM RACAO, SAIS
MINERAIS E SUPLEMENTOS DE ALIMENTACAO ANIMAL POR
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM GERACAO DE
HIDRETOS

Belo Horizonte

2020



UFMG/ICEX/DQ. 1380

D. 748

Alisson Luiz Diniz Silva

DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODO PARA A DETERMNAGAO
DE ARSENIO TOTAL EM RAGAO, SAIS MINERAIS E SUPLEMERNDS DE
ALIMENTACAO ANIMAL POR ESPECTROMETRIA DE ABSORGAO AOMICA
COM GERACAO DE HIDRETOS

Dissertacao apresentada ao Departamento de
Quimica do Instituo de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial para a obtencdo do grau de

Mestre em Quimica - Analitica

Orientador: Prof® Dr. Guilherme Dias

Rodrigues

Belo Horizonte

2020



Ficha Catalografica

S586d
2020

Silva, Alisson Luiz Diniz

Desenvolvimento e validacéo de método para
determinacdo de arsénio total em racdo, sais minerais
e suplementos de alimentacdo animal por espectrometria
de absorcéo atdémica com geracéo de hidretos
[manuscrito] / Alisson Luiz Diniz Silva. 2020.

[x], 55 f£. : 1il.

Orientador: Guilherme Dias Rodrigues.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de

Minas Gerais - Departamento de Quimica.
Inclui bibliografia.

1. Quimica analitica - Teses. 2. Nutricdo animal -
Contaminacdo - Teses. 3. Residuos de arsénio - Teses.
4. Alimentos - Contaminacdo - Teses. 5. Seguranca
alimentar - Teses. 6. Preparacdo de amostra (Quimica)
— Teses. 7. Espectroscopia de absorcdo atdmica -
Teses. 8. Hidretos - Teses. I. Rodrigues, Guilherme

Dias, Orientador. II. Titulo.

CDU 043

Elaborada por Sérgio Ferreira da Silva - CRB6-2719.




cLrierd

guimica

"Desenvolvimento e Validacio de Método para a Determinacao de Arsénio
Total em Racdo, Sais Minerais e Suplementos de Alimentacio Animal por

Espectrometria de Absorcio Atomica com Geraciao de Hidretos"

Alisson Luiz Diniz Silva

Disserta¢do aprovada pela banca examinadora constituida pelos Professores:

] / R / -
of. Guilherme Dias Rodrigues - Orien r
UFMG

N

Dr. Thiago Freitas Borgati
LFDA - MG

Ot ltnloit,

Profa. Leticia Malta Costa
UFMG

Belo Horizonte, 14 de fevereiro de 2020.



AGRADECIMENTOS

Quando se nasce pobre ndo se tem muitas opcoesisAdg revoltam e outros, como eu,
tem o privilégio de tentar transformar a sua realé e a sua vida. Logo de inicio
percebemos que a tarefa ndo é facil, que as chafoednicas e que vocé tem que ser
forte, sempre forte, e viver numa luta inconstaate ser bom e ai respeitado. E o melhor
de tudo é que ninguém te conta como fazer, masstt@obram os resultados. A
caminhada é longa, mas ndo caminhamos sozinhateBExpessoas boas e ruins que vao
junto, e aos poucos vamos nos transformando e darido mais sobre a vida. Meus
agradecimentos sdo a essas pessoas que fizerararata gobre, homossexual e um
pouco bob&o acreditar que poderia chegar até Aguadeco primeiramente aos meus
pais, Antonio e Maria, que desde o inicio me emaimaa importancia de se estudar. Para
eles que néao tiveram tal oportunidade, mas quac#isaram ao maximo para que meus
irmaos e eu tivéssemos acesso a educacao, deiro onitissimo obrigado. Aos meus
irmaos, Nayara e André, a minha cunhada Milene reirdha afilhada Alice, meus
agradecimentos pelo apoio, convivio e momentos afitigos do meu coracao que fazem
parte da minha vida desde o ensino médio, Annauaddminha imensa gratidao por
cada minuto de aprendizado, conselhos e verdadgslaies ditas na cara. As amigas
especiais que o CEFET me deu, Dani e Carla, a gaindio teria 0 mesmo sentido sem
VOoCcés, nossa amizade cresceu de uma forma tasgastodo comecou fazendo o cartéo
C&A. Ao Marlon, pela companhia ao longo dessa diagéo. Ao Meu orientador pela
calma e orientacdo, pela paciéncia principalmemtaata final desse trabalho. Aos
gueridos do LAB 214 em especial, Roberta, Juni®aldito, que me acolheram tdo bem
guando tdo pouco eu estive presente. Aos amigaftjcGabriel e Christiane, que ha
cinco anos convivem com meu bom humor matinal egargdas. Ao bonde do Lanagro,

amigos incriveis que a vida me deu. Ao pessoalfIpA-MG pelo convivio diério e nem



sempre soO de flores, principalmente ao amigo da gidfilhado Felipe, que divide as
dificuldades diarias desde 2010. E por fim, a tagless de alguma forma estéo presentes

nessa caminhada louca chamada vida.



iii
RESUMO

Neste trabalho foi realizada a otimizacdo e vaidade um método para a determinacao
de arsénio total com abertura por digestdo acidavaso aberto. A quantificacdo foi
realizada por geragdo de hidreto acoplado a espeetria de absor¢cdo atdomica —
HG-ASS. A técnica apresentou bons resultados paraestigacdo de arsénio nas sete
matrizes de trabalho: fosfatadas e algas marinbbsir@as; carbonatadas e conchas
marinhas calcarias; 6xidos de magnésio e carbodadmagnésio; sais de cobre e
carbonato ferroso; 6xidos de zinco, manganoso e@ccjpremix e ragdo animal. A
otimizacao do preparo de amostra e instrumentae#dizada por meio de planejamento
fatorial, 2 e 2 completo, respectivamente. N&o foi evidenciadicetie matriz para o
método proposto, o que permitiu a quantificacdoadalito em matrizes diferentes
utilizando a mesma curva analitica. Os limiteswukngjficacdo encontrados foram de 2,0;
3,0; 6,0; 10; 20; 2,0 e 0,4 mg kaqas matrizes fosfatadas, carbonatadas, Oxidos de
magnésio, matrizes sulfatadas, Oxidos de zinco,turais mineral e racdes,
respectivamente. Todos os limites correspondem ajuimto do limite permitido na
legislacdo Brasileira, e no acordo internacionahdido com a Unido Europeia, com
excecdo da matriz de 6xido de magnésio. A recuferdg método variou de 88-98%,
nos niveis de concentracdo correspondentes ace liméiximo de residuo. Todos 0s
valores de incerteza apresentam conformidade ctegislacdo, pois mantiveram uma

concordancia com o limite maximo de incerteza remuaado.

Palavras-chave: Alimentacdo animal, Contaminacawganica; Arsénio; Absorcdo

atdmica com geracao de hidreto (HG-AAS); Seguratigzentar



ABSTRACT

This study was carried out the optimization andidadion of a method for the

determination of total arsenic using acid digestioan open flask. Quantification was
performed by hydride generation coupled to atorbgogption spectrometry — HG-ASS.
The technique proved to be promising for the ingasion of arsenic in the seven
matrices: phosphate and calcareous seaweed; ctgbamad limestone marine shells;
magnesium oxides and magnesium carbonate; coppgeieaous carbonate salts; zinc,
manganous and cupric oxides; premix and animal. f€led optimization of the sample
preparation and instrumental was performed throughivariate analysis. There was no
matrix effect for the proposed method, which alldwbe analyte to be quantified in
different matrices using the same analytical cuite LOQ were 2.0; 3.0; 6.0; 10; 20;
2.0 e 0.4 mg kg-1 for phosphate and carbonatedicestfrmagnesium oxides, sulfated
matrices, zinc oxides, mineral mixture and feedpeetively. All limits correspond to

one fifth of the allowed limit under Brazilian lawnd in the international agreement
signed with the European Union, except for magmesixide matrix. The recovery of

the method varied from 88-98%, at the concentraterels corresponding to the
maximum residue limit. All uncertainty values ad@ldwing the legislation, as they

maintained an agreement with the recommended allawmeertainty limit.

Keywords: Animal feed; Inorganic contamination; émgc; hydride generation coupled

to atomic absorption spectrometry (HG-AAS); foodtrol
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1 - Introducao

A ubiquidade dos metais na natureza é um fatovaate para o desenvolvimento das
mais diversas espécies animais e vegetais, ind@respécie humana [1]. Alguns metais
sao considerados essenciais para a sobrevivénegpédeies, enquanto outros, em doses
pequenas, apresentam elevada toxicidade. Dentraetas desse segundo grupo, O
arsénio ocupa o primeiro lugar na lista de priatedda Agéncia para Substancias Toxicas
e Registro de Doencas (ATSDR). Nessa lista os elfra@stao organizados em funcao

da sua ocorréncia, toxicidade e potencial exposigaana [2].

Ao longo da histdria s&o inimeros 0s casos relatdd@nvenenamento por arsénio, dada
a facilidade de se misturar seus sais em alimdjodNo ambiente, o arsénio esta
presente em diversas formas de ocorréncia naseatjo que as formas inorganicas,
arsenito (As@), arsina (AsH) e arsenato (As{), sdo consideradas mais nocivas a
saude humana em comparagéo com as estruturasdagtitaetil e dimetil arsénio, e com
as demais estruturas organicas, arsenobetainarmadina. Com essa dispersédo natural,
compostos de arsénio podem contaminar agua, alment suplementos alimentares

destinados a alimentacdo humana e animal [1,4].

No Brasil, no que tange a alimentacdo animal, desugntacdo mineral e a racao sao
muito utilizadas nas culturas de bovinos, suinases. Na racdo, a contaminacao pelo
arsénio pode ocorrer devido ao uso de resto dean@s, como o arroz. A suplementagéo
mineral é realizada através da adicdo de sal nhinmiatura de rochas calcareas e
fosfatadas com outros minerais nutrientes comoesa@iénio, zinco, ferro e cobalto. O
arsénio pode estar presente como contaminanteahagssas rochas [3}lolognoni e
colaboradores em 2016, relataram a contamina¢do de ragdo cotaisrtéxicos [6].

Estudo realizado entre 2012 e 2017 na Irlandaeecidu a contaminagao por arsénio



em algas utilizadas na composicado da racao anirpalUma vez que o alimento se

contamina, o animal pode se contaminar em seguida.

A ingestao de arsénio pelo animal pode causarsfiggratologias em seu organismo, tais
como aumento da permeabilidade capilar, fragmeaotdaéainha mielinica, infiltracdo
gordurosa do figado e, em casos mais agudos, ganakdemas circulatérios e nos rins.
A contaminacao do animal pode ser transmitida pataumanos através do consumo de
alimentos de origem animal. No estudo realizaddJastro-Gonzélez e colaboradores
[8] foi identificada a contaminag&o por arsénioleite de vaca e de derivados do leite,

como o queijo, oriundos de uma regido de animaitacainados com o elemento.

Baseado na potencialidade de contaminacdo humarMinigtério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), no Brasil, e Orgjénlares em outros paises, editam
normas de controle de producédo de alimentos cooreslimites para a ocorréncia de
arsénio em carnes, peixes, leites e derivados etaisg alguns desses valores estdo

apresentados na Tabela 1 [9].

Tabela 1: Limites de As em alimentos segundo oriamg Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes - PNCRC - MAPA - 2019

Matriz alimentar Limite (ug kd)
Rim Bonivo 1000
Rim Suino 1000

Figado de Aves 1000

Leite 5¢
Mel 300

!Para o Leite e mel o limite é expresso em Jig L



No Brasil, além do controle do alimento humano, AR preconiza também o controle
de arsénio na alimentacdo do animal destinado pasdimentacdo humana. E a
fiscalizacdo é realizada por meio de andlises datdicacdo de As pelos Laboratorios

Federais de Defesa Agropecuaria (LFDA).

Dentre as técnicas instrumentais mais aplicadas gpguantificacdo de arsénio estdo a
espectrometria atbmica e a espectrometria de mgs§a¥arios trabalhos aplicaram as
técnicas espectromeétricas por conseguirem alcéingtes significativamente baixos, na
ordem de centenas de microgramas por quilo, quesdplada a técnica de geracéo de
hidretos [11-14]. Quando existe a necessidade detdjgacdes em limites mais baixos
e especiacdo de diversas espécies de As, destaazseela espectrometria de massas e

suas hifenagées com a cromatografia [10,15-17].

As técnicas de massas ganharam espaco no finandesde 1980, devido a sua alta
seletividade, e por permitir quantificagdes muiixhs (< pg I2). Contudo, o alto custo

ainda é um limitante para o uso da técnica, abrindpaco para outras menos
dispendiosas, com destaque para a geracédo deohédiggilada a espectrometria atbmica

(HG-AAS) [18].

A HG-AAS é uma das principais técnicas espectranastutilizadas na determinacgéo de
arsénio inorganico em alimentos [10]. Para o bomciftnamento da técnica,

procedimentos eficientes de abertura de amosteeyem a destruicdo do conteudo
organico, sdo essenciais. Contudo, os residuosidi® @ outros oxidantes utilizados na
digestdo das amostras, como o peréxido de hidrogdevem ser minimizados. Estes
oxidantes podem interferir na reducdo das espéleesénio da amostra em As (lll).

Essa etapa de reducéo é essencial na determinacBGpAAS [19].



Como vantagem da utilizacdo de HG AAS, destacara-separacao do analito da matriz,
a maior eficiéncia do sistema de introducao de &a®® 0 aumento da sensibilidade
analitica. Como limitacdes da técnica podem sadag a susceptibilidade a interferentes

[20,21].

Neste contexto, o presente trabalho propde o desemento e a validacdo de um

método para a determinacgdo de arsénio total enmsdtezes de alimentos para animais,
sendo elas: matrizes fosfatadas e algas marinHedriaa; matrizes carbonatadas e
conchas marinhas calcérias; 6xidos de magnésierado de magnésio; sais de cobre

e carbonato ferroso; 6xidos de zinco, manganosproD; premix e racdo animal.



2 - Revisao bibliografica

A toxicidade € uma questdo de dose ou tempo desegduy da forma fisica e quimica do
elemento e da via de administracdo/adsorcdo. @eates podem ser divididos em dois
grandes grupos, elementos essenciais e elememtessenciais. Os elementos essenciais
sdo aqueles que participam dos processos metabdkcalgum organismo vivo e quando
ausentes provocam deficiéncias funcionais; e oseasdenciais sdo aqueles que nao
apresentam importancia metabdlica, sendo em gedalot para 0S organismos, mesmo

em pequenas quantidades [22,23].

Cerca de 20 elementos séo considerados toxicos parmem, destes, 10 sdo largamente
utilizados em nossas atividades industriais, ojagsiica o maior numero de estudos a
eles relacionados. Esses dez elementos séo o HBbCAs, Mn, Tl, Cr, Ni, Se e Te que
apresentam alta capacidade de acumulacdo e sé@os ekrsistem, mesmo apos o fim

da fonte de poluicéo [23].
2.1 — Arsénio: historico e propriedades

Descoberto em 1250 por Alberto Magno, o elementmigo de niamero atémico 33 com
densidade de 5,7 g ¢ha 14°C foi denominado Arsénio. Sua aparénciadigaria de

acordo com o estado alotropico, sendo o cinza roetalsua forma mais estavel [24].

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicaaphéacao desde a siderurgia a industria
farmacéutica, com destaque para a sua acao conter/a couro e madeira. Seu uso
mais antigo data de 400 anos a.C como farmacaadii por Hipdcrates [3]. Dentre as

aplicacdes mais nobres estdo o uso do trioxidorsEni® no tratamento de cancer de

sangue e o uso do arsenato de galio como semiarnbetvido a sua atividade bioldgica,



possui aplicacdo ainda como herbicida (arsenitosattio), inseticida (arsenato de

chumbo) e desfolhantes [25,26].

Na natureza, 0 arsénio ocorre em espécies quirniggsicas e inorganicas, formas
sollveis e pouco soluveis, estando presente erasvimimas minerais, sendo a pirita a
mais comum. Quanto ao estado de oxidacdo, estanpeesm quatro formas arsenato
(+5) arsenito (+3), arsino (-3) e o metal (0). Apécies sollveis geralmente ocorrem no

estado de oxidacdo +3 e +5 [24].

Devido a sua origem natural e as aplicacdes désserto em atividades agricolas e
industriais, estima-se que um adulto consuma, edianéntre 0,025 e 0,033 micrograma
de As por quilo por dia. De forma eventual, a ingesle agua e alimentos contaminados
pode aumentar significativamente essa quantidrdeer danos ao organismo sendo essa

a principal forma de intoxicagdo humana [25].

No organismo, a toxicidade do arsénio esta relacdarrom a sua alta capacidade de ser
absorvido seja por inalagdo ou ingestao. A exposiganica pode levar a uma série de
doencgas, como conjuntivite, hiperqueratose, higenpntacédo, doencgas vasculares e no
sistema nervoso central, erupgbes cutaneas e amwviddmento de cancer [26]. E
importante destacar que o Arsénio ocupa o primagar no ranking de toxicidade da
Agéncia de Registro de Substancia Téxicas [2].(feui@ulosidade ao organismo humano
estd relacionada diretamente a forma de apresentdgs compostos. As formas
inorganicas sao 100 vezes mais toxicas que as $oarganicas e dentre as formas
inorganicas o arsénio trivalente (arsenito) é 68egemais toxico que o pentavalente
(arsenato) [25-27]Burguera e colaboradoreem 1991 [28], propuseram a seguinte
ordem de toxicidade para 0os compostos mais conaussla > arsenito > arseniato >

acidos alquil-arsénicos (MMA e DMA) > compostos alsénio > arsénio elementar.



Existindo, ainda, no ambiente, espécies de arsémisideradas ndo toxicas para o
organismo como arsenobetaina e arsenocolina pessenincipalmente em algas e

animais marinhos [29].

O organismo tenta se desintoxicar do arsénio ctenwado espécies mais toxicas em
menos téxicas, principalmente, transformando agosp mais toxicas em MMA ou
DMA, que sao facilmente excretados pela urina.gigeies que entram no trato digestivo
ou respiratdrio na sua forma menos toxica ou n@icddDMA, MMA, arsenobetaina e

arsenocolina), geralmente séo excretadas pelasgmanodificacéo [26].

2.2 - Arsénio em alimentos de consumo humano

Inimeros sdo os alimentos consumido pelo homemadiante, sendo a maioria

processado e industrializado. A contaminagéo doealio com arsénio pode se dar de
forma natural ou por contribuicdo humana. Frutosndwr e algas sao exemplos de
alimentos naturalmente contaminados uma vez quesesganismos removem as

impurezas da 4gua do mar e as aprisionam em suéuest Porém, nesses alimentos, a
forma predominante é a arsenobetaina, ndo to@ndpdacilmente excretada pela urina.
Em contra partida, em alimentos como carne e graéageridos diariamente pela

populacao, o percentual de arsénio inorganico érgrmo 1% encontrado nos alimentos
de origem marinha [30]. Em relacdo a carne e setgadlos, estima-se que 0 consumo
deve crescer cerca de 1,9% ao ano, entre 20143 @@fue se traduz num incremento
de 22% no periodo e juntamente com esse aumente acaumento do consumo de As

se o0 alimento apresentar contaminacao [31].

Dessa forma, existe um grande volume de trabalhedgscam identificar e quantificar
contaminagdes por As em varios tipos de alimergesaltando peixes [31], vegetais e

graos com destaque para o arroz [25, 32, 33], s&peodutos de origem animal [34,35].



Fateme e colaboradoremm 2019 [36], mostraram que até mesmo o leitermaigode

ser fonte de contaminacao de arsénio.

Dessa forma, o estabelecimento de niveis de segutBnAs em alimentos é realizado
conforme legislacdo de cada pais. No Brasil, osiaggesponsaveis sdo a Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o MAPA.

O MAPA fiscaliza e gerencia toda a cadeia produtioa alimentos sob a sua jurisdicao
uma vez que a contaminacao pode ocorrer por ditss@emecanismos como o uso de agua
contaminada na irrigacdo, plantio em solo contadina uso de agroquimicos (termo
brasileiro para denominar pesticidas e outros gosdguimicos aplicados na plantacéo),
no que tange a producéo vegetal. A Tabela 2 ageessriimites permitidos de As em
alimentos segundo a RDC, numero 42 de 2013 da ANVY33] que servem como base

da fiscalizagéo.

Na producéo de carnes e derivados, as principate e contaminag¢ao sdo a ingestao de
agua contaminada e as fontes de suplementacdolamimerais e organicas [34]. E
importante ressaltar que o arsénio foi utilizadmegromotor de crescimento em aves
durante muitos anos [38], sendo essa pratica piaif Unido Europeia em 1999, o que
foi seguido mais tarde pelos Estados Unidos e Belsil. Contudo, ainda hoje, existem

paises em que o uso de As para este fim € permitido



Tabela 2: Limites maximos de As segundo a RDC 420d8 da ANVISA

Categorias Limite maximo (mg/kg)
Oleos e Gorduras comestiveis de origem vegetal e 0,10
ou animal (incluindo margarina)
Acucares 0,10
Mel 0,30
Balas, Caramelos e similares incluindo Goma de 0,10
Mascar
Pasta de cacau 0,50
Chocolates e produtos de cacau com menos de 40 0,20
% de cacau
Chocolates e produtos a base de cacau com mais de 0,40
40 % de cacau
Bebidas analcodlicas (excluidos os sucos) 0,05
Sucos e néctares de frutas 0,10
Bebidas alcoodlicas fermentadas e fermento- 0,10
destiladas, exceto vinho
Vinho 0,20 mg/L
Cereais e produtos de e a base de cereais, exxcluido 0,30
trigo, arroz e seus produtos derivados e 0leos
Trigo e seus derivados exceto 6leo 0,20
Arroz e seus derivados exceto 6leo 0,30
Hortalicas do género Brassica excluidas as de 0,30
folhas soltas
Hortalicas de folha (incluidas as Brassicas de 0,30
folhas soltas) e ervas aromaticas frescas
Hortalicas Frutos com folhas em bainha 0,10
Hortalicas Frutos da familia Cucurbitaceae 0,10
Hortalicas frutos distintas da familia Cucurbitacea 0,10
Cogumelos (exceto os do género Agaricus, 0,10
Pleurotus e Lentinula ou Lentinus)
Hortalicas leguminosas 0,10
Legumes (sementes secas das leguminosas) exceto 0,10
soja
Cogumelos do génerdAgaricus, Pleurotus e 0,30

Lentinula




2.2.1 - A suplementacao animal na producao de carne

O consumo de carne cresce de forma significativBrasil e no mundo [31] e, em paises
mais pobres ou em desenvolvimento, consumir catdeagrelado também a status social.
Por esse motivo, a producao de gado deve aumenitar6®d e 70% a nivel mundial até

0 ano de 2050 [27].

A carne bovina e de aves sé@o as mais consumidaspppllacdo brasileira [39]. Na
reagido sudeste, a ingestdo média de carne boviraages € de 67 e 33 g/pessoa/dia,
respectivamente [40]. Para atender esse crescentado a producdo de carne também

precisa aumentar e, posteriormente, se manteraguast

Entretanto, devido aos periodos de estiagem otidepiastagens, ao grande namero de
animais que precisam ser alimentados e a pobremxrahdo solo de algumas regides, o0
produtor necessita suplementar a alimentacdo dapsoducdo [38]. Dentre os
suplementos, temos as racfes, sais minerais, premsgturas minerais e outros. Os
premix sado misturas homogéneas de micronutrientes sfo adicionados nas
formulacbes de racdes. Podem ser de base organicaimeral e 0s principais

micronutrientes em sua composicao sao as vitamanaigoacidos e sais minerais.

2.2.1.1 - A importancia econémica dos alimentos pam@nimais

O mercado de alimentos para animais movimenta dead$0 bilhdes de délares ao ano,
com uma producédo estimada em 980 toneladas [41page da producdo é bem
diversificada contando com algas marinhas, milb@a, ena de frango, rochas e outras

matrizes minerais.

Na busca por custos menores de producao para amaeparticipacdo no mercado,

algumas industrias produtoras de alimentos paraasifazem usos de fontes de matéria-
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prima de baixa qualidade como rochas de regidas Bm As, que podem ser fontes de
contaminagdo [38]. Muitos trabalhos mostram historde alimentos para animais
contaminados com elementos toxic@oncalvez e colaboradorg88] estudaram a
contaminagdo de Cd e Pb em suplementacdo de fostorestado de Goias, onde
encontraram concentragfes acima dos limites pelositina legislacdo brasileira.
Monagail e colaboradoref27] estudaram em 2014 a contaminacgéo por As eas dlgse
para a producéo de suplemento para gado, no toafmliaerificado que a concentracao
de As no alimento tem relacdo com a granulometoianéterial. Nesse trabalho a
absorcdo de As do alimento pelo organismo animal douco significativa,
provavelmente por se tratar de contaminacdo deaAsma de arsenobetaina que nao
apresenta toxicidade ao organismo. Em 2016, Adansséaboradore$42] estudaram a
contaminagéo por chumbo, cadmio, mercurio e ars@mialiversas matrizes minerais e
em ragao. O estudo evidenciou que alimentos prddsztom algas marinhas tendem a
ter altas concentracdes de As. Os autores chanmemaat ao monitoramento de ragao
mineral de origem animal, matéria-prima de origearinha, especialmente farinha de
peixe, algas, bem como aditivos de oligoelemerdafato cuprico, 6xido de zinco e

oxido de manganés para arsénio).

O alimento do animal contaminado pode atuar coma famte de contaminacdo para o
proprio animal, bem como os produtos dele derivadoso por exemplo, carne, leite,
ovos e outros [42]. Nos animais, a concentracaelelaentos toxicos tende a ser maior

nos rins, figado e musculos.

Dessa forma, a regulamentacéo e fiscalizacao dapfio de alimento para animais surge
como uma forma de assegurar a qualidade tambénodagéo de carnes e derivados.
Em 2004, a Unido Europeia editou o regulamento @82 estabelece as regras para

controle oficial da producdo de alimentos para amsmMais recentemente, em 2013 o
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Brasil adotou os mesmos niveis de controle de eltmeetoxicos aplicados na UE
(Tabela 3) [43]. Assim, metodologias analiticas germitam a quantificacdo de

contaminantes nessas matrizes se fazem necessarias.

Tabela 3: Limites méximos permitidos de As em ptosldestinados a Alimentacao

animal
Produto Limite maximo permitido (mg/kg)
Fosfatos e algas marinhas calcéarias 10
Carbonato de célcio, carbonato de célcio e 15
magnésio, conchas marinhas calcarias
Oxido de magnésio, carbonato de magnésio 20
Aditivos para alimentagdao animal pertencentes 30

ao grupo funcional dos compostos de
oligoelementos com excecéo de:

Sulfato cuprico penta-hidratado, carbonato

cuprico, cloreto e tri-hidroxido de dicobre, 50
carbonato ferroso

Oxido de zinco, 6xido manganoso e oOxido

cuprico 100
Racao 2
Alimentos para peixes e alimentos para animais 10

de companhia

2.3 - Quantificacdo de arsénio em alimentos

2.3.1 - Preparo de amostra

As formas de se preparar as amostras para a qcagdid de arsénio sdo as mais variadas
possiveis, indo desde procedimentos simples ddlag@st a procedimentos mais
sofisticados em fornos que empregam a radiacaoicte-ondas. A escolha do preparo
vai depender do que se deseja determinar (ars@almtu especiacao), e € crucial para o

sucesso do procedimento analitico. [10,25,26,44]
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Nos procedimentos voltados a especiacdo do arg&mais comum 0 emprego de
sucessivas lixiviagbes e/ou extracdes, buscandmagdo das espécies de arsénio da
matriz sem a degradacdo das mesmas ou a inters@owem outras espécies. Quando o
que se busca € a determinacdo de arsénio totabosdimentos de digestdo acida em
vaso aberto ou fechado, ou ainda a digestdo aples@ micro-ondas, sao mais

aplicados. [10,26]

Nas digestdes acidas em vaso aberto, principalmessdeque se empregam Aacido
cloridrico, deve-se ter o cuidado especial partaesgiperda de arsénio por volatilizagéo,
uma vez que o cloreto de arsénio trés é volatssieaso o uso de 6xido e/ou nitrato de
magnésio sdo empregados para evitar a volatilizag@oarsénio provocando a

mineraliza¢cdo do mesmo, que se mantém na formeide. &e a determinacdo do arsénio
for realizada por uma técnica que exija a redug@easpécies antes da quantificacao,
outro cuidado a se tomar quanto ao uso de acidlantds e outros oxidantes € a acidez
residual ao final do processo de digestdo. O ewcdssoxidantes pode interferir nas

etapas de reducédo do arsénio subestimando o vaatificado. [18-21,26]

2.3.2 - Técnicas para a quantificacdo do arsénio

Nos ultimos anos muitas técnicas analiticas patatarminacdo de concentracdes até
menores que ppb foram desenvolvidas e, apesaresegitios apresentados, nenhuma
por si so resolve todos os problemas devido a grdivérsidade de matrizes encontradas.
As técnicas instrumentais para a quantificacdo mosder divididas em dois grandes

grupos: espectrometria atbmica e espectrometnaadsas [10].

No que se refere a espectrometria atbmica, destaaageracao de hidretos acoplada a
espectrometria de absorcao atémica (HG-AAS) [1DR,d.8eracdo de hidreto acoplada a

espectrometria de fluorescéncia atomica (HG-AF8) ¢la geracao de hidreto acoplada
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a espectrometria de emissao Optica com plasmaivadugnte acoplado (HG-ICPOES)
[15]. No que corresponde a espectrometria de madsataca-se a espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MSuas hifenagcbes com a

cromatografia liquida para os ensaios de espec[a¢abs,17].

As quantificagdes envolvendo ICPOES e ICP-MS garhagspaco ao final da década
de 1980, com maior destaque para a técnica de sndsgalo a sua alta seletividade, e
por fornecer limites de deteccédo e quantificacaibaaixos (inferiores a ugl), mesmo
quando acoplado a sistemas de cromatografia. Bntoeto alto custo de aquisicéo,
manutencdo e de operacdo desse sistema faz casnaaplicagdo em rotina analitica se
torne onerosa, abrindo espaco para técnicas measpsndiosas. Além disso, esses
equipamntos ndo sdo indicados para amostras qesempam um teor de sélidos
dissolvidos muito alto, que levam a alteragéo aaegicia de nebuliza¢do, maior corrosao
da tocha, aumento de interferéncia (formacdo depostas poliatbmicos) e menor

eficiéncia de inonizagéo [10,19,26].

A HG-AAS é uma das principais técnicas espectraoa&iutilizadas na determinacao de
arsénio inorganico em alimentos. A técnica apresegibres de quantificacdo na ordem
de pg L%, podendo chegar a cententas de HgRermite ainda a especiagéo das espécies
de arsénio Ill e V [10,26], e de forma mais trabaklha especiacdo de algumas espécies
organicas. Nessa técnica, o hidreto é formado dedéscacdo de decomposicdo do
borohidreto de sédio, ou outro agente redutor, esioracido (Eq. 1), com posterior
reacao do hidrogénio liberado com o analito pdosraacédo do hidreto do metal (Eq. 2),

ondem pode ser ou ndo iguahee X é o analito de interesse [18,19].
NaBH; + HCl + 3 HO — H3BOs + NaCl+ 8 H  (Eq. 1)

8 H° + X™ — X Hy + H (excesso) (Eq. 2)
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Sabe-se contudo, que a cinética da reacéo de faondachidreto depende do pH do meio
e da espécie de arsénio envolvida. O As (lll) rezyea de dez vezes mais rapido de o
As(V) na formacéo do hidreto, sendo esse um meaoanéplicado na especiagédo dessas
espécies. Algumas espécies organicas nao reagem bomohidreto precisando serem

convertidas a formas reativas [18,19].

Na quantificacéo de arsénio total comumente umtoeduaplicado na amostra, ou em
uma aliquota da mesma, apés a digestdo, com dvobiiet reduzir as espécies presentes
a As(lll). Dentre os redutores mais aplicados estédimdeto de potassio em meio
fortemente acido e a L-cisteina. Quando utilizadKloo iodo formado precisa ser
removido do meio antes da reagcdo com o borohidrvata evitar a competicdo das
espécies em reacdo. Uma das formas de tornar édaodado indisponivel para competir
com o As é complexa-lo. Para isso, emprega-se asittirbico juntamente com a solugéo

de iodeto de potassio.[17]

Dentre as vantagens da utilizacdo de HG-AAS, dastase: a separacdo do analito da
matriz, a maior eficiéncia do sistema de introdu@amostras comparado a nebulizacao
pneumatica convencional e o aumento da sensibdidaalitica. Como limitacfes da

técnica podem ser citadas a susceptibilidade dentates [21,22].
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3 - Objetivos

3.1 - Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo o desenvolviment@® alidacdo de um método para
determinacdo de arsénio total em racdo, sais nsnerauplementos da alimentacéo

animal por HG-AAS
3.2 - Objetivos Especificos

e Otimizar as variaveis empregando ferramentas quidincas

multivariada de planejamento de experimentos.

» Validar o método para quantificacdo de As nas megriosfatadas e algas
marinhas calcérias; matrizes carbonatadas e comehashas calcarias;
oxidos de magnésio e carbonado de magnésio; sashde e carbonato

ferroso; 6xidos de zinco, manganoso e cupricoorag@mal; e, premix.

* Validar o método conforme o guia de validacdo dmidério da
Agricultura. Os parametros de mérito que seradaokas durante a etapa
de validacdo sao aqueles preconizados no ManuaGaantia da
Qualidade Analitica: Residuos e Contaminantes eimeiitos [45]:
linearidade, seletividade e efeito matriz, limigedstteccéo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), precisdao (repetibilidade e oelottibilidade
intralaboratorial), recuperagao/veracidade, rolasete incerteza de

medicao.

» Elaborar o método de anédlise com base nos ressltidealidacéo
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» Submeter o método para acreditagdo junto a Coogéerde acreditacao
do INMETRO, em acordo com a norma ISO/IEC 1702572(4

implementar na rotina analitica do LFDA-MG
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4 - Metodologia

Todas as etapas deste trabalho foram realizaddsalboratério Federal de Defesa
Agropecuaria de Minas Gerais - LFDA-MG. Para osa@ssfisico-quimicos, todas as
vidrarias utilizadas foram previamente lavadas ergas em acido nitrico 5% (v/v) por
pelo menos 2h. Logo apés, foram enxaguadas 10 wemesagua deionizada. Foram
entdo secas e armazenadas em local livre de coraedioi até o inicio das analises. O
tratamento de dados foi realizado com base em pamdsrestatisticos com o auxilio do

software Excel® do Sistema Windows® e do MiniTab19®
4.1 Padrdes e Reagentes

O material de referéncia certificado de arsénilizatio foi adquirido da Sigma-Aldrish
com valor certificado de 1001 mg'LO &cido cloridrico utilizado foi da marca Schalab
(37% m/m). O borohidreto de sodio, com pureza dé,¥mpregado nas analises foi da
marca Merck. O nitrato de magnésio (98%) e o hidiege sodio (99%) utilizados foram
da VETEC e o iodeto de potassio (99%) e o acidorbim (99%) da Neon Quimica. O

argonio 5.0 foi adquirido da empresa White Martins.
4.2 Delineamento experimental
4.2.1 CondigOes instrumentais

As leituras foram realizadas no equipamento de AdsoAtomica com Geracéo de
Hidreto (AAnalyst 400) acoplado ao sistema de épeem fluxo (FIAS 400), ambos da
empresa Perkin EIm&r A atomizacido foi realizada em célula de quartzo 10
centimetros de comprimento e 1,0 centimetro deeti@mnA temperatura de atomizacao
aplicada foi de 900°C, e o As foi detectado no comgnto de onda de 193,7 nm. Para o

sistema de injecdo em fluxo a solucao carreadotd@b 10% (v/v), a concentracdo da
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solucdo de borohidreto de sédio e o fluxo de géagofeo) foram ajustados apods
planejamento 2 completo. A concentracdo da solugcdo carreadorafwsidobjeto de
estudo, uma vez que optou-se por manter a con¢antrgual a das amostras ao fim do
procedimento de reducédo. Os valores testados pffareoode gas foram de 80 e 100 mL
mint e para a concentracdo de borohidreto de sddionfai@ 0,1 e 0,2 % (m/v). A
concentracdo da solucdo de arsénio utilizada maizattdo foi equivalente ao ultimo

ponto da curva analitica 12,0 mg.ITodos os dados foram obtidos em duplicata.
4.2.2 Etapa da reducéo das espécies de arsénio

Para eficiéncia da técnica de geracéo de hidne¢o@&ssaria a reducao préevia das espécies
de As para a sua forma trivalente. Para a etapeddeédo, em um tubo de polipropileno
de 15,00 mL adicionou-se, a uma aliquota do digesigl da solucdo padréao, 1,5 mL da
solucéo de reducao composta por Kl 5% (m/v) e aasddrbico 5% (m/v) onde o iodeto
atua como agente redutor. Para que a reacao dgaee8umL de HCI (50% v/v) também

foram adicionados a solugéo. Antes da leituralossfioram avolumados para 10,00 mL.

Na avaliacdo do tempo de reacdo foi realizada uumaacde tempo de reac&
absorbancia do ponto médio da curva analitica. iactoi feita na auséncia de matriz
(apenas a solugédo padrdo) e na presenca de 1 mdigdddo sulfato de cobre
pentahidratado. O digerido de sulfato de cobrelitido pela digestédo de 1,00 g de sulfato
de cobre pentahidrato em 20 mL de HCI 50 % (v/v)olapa na presenca de 1 mL de
nitrato de magnésio 50% (m/v). O digerido foi &lfio e avolumado em baldo calibrado

de 100,00 mL.
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4.2.3 - Avaliacdo da etapa de digestdo das amostras
4.2.3.1 - Condicdes gerais

Todas as amostras foram cedidas pelo Laboratordiakentos para Animais do LFDA-
MG. As amostras foram previamente cominuidas emmiaode centrifuga e fracionadas
em peneira de 0,25 mm. Por se tratar de quangiitccalp arsénio total, a digestédo
escolhida foi a acida com o uso de HCIl 50% (v/v) \wamo aberto, na presenca de
Mg(NOz3)250% (m/v). A massa de amostra utilizada foi de ®@)01 g para todas as
matrizes, com excecao da matriz de racao que, @evidimite de legislacao ser baixo e
a matriz apresentar menor homogeneidade, optoorsétipzar a massa de 5,00 £ 0,05
g. Todos os digeridos foram filtrados e aferidosatdo volumétrico calibrado de 100,00

mL. Todo o procedimento foi realizado em duplicata.
4.2.3.2 Delineamento experimental da digestao

O delineamento experimental da digestdo das amsostraealizada por planejamento
fatorial 2 completo em duplicata onde foram avaliados osrdatovolume de acido
cloridrico 50% (v/v) (15 e 20 mL); pré-calcinacaw fi2h das amostras a 550°C (ausente
e presente); volume da solucédo do estabilizantamiqai (Mg(NGs)2) 50% (m/v) (1 e

4 mL).

Para o procedimento, todas as matrizes foram itatihs em seu limite maximo
permitido (Tabela 3). A digestdo das amostrasdaiizada em um erlenmeyer aberto por
30 min ou até ebulicdo com adicdo HCI 50% (v/v)odp digestdo, as amostras foram
filtradas em filtro qualitativo e avolumadas paf@0,00 mL em baldo volumétrico
calibrado. Para cada matriz, uma aliquota do ditiraonforme Tabela 4, foi adicionada
ao tubo de 15,0 mL para a reacdo com 2 mL de H@ B0v) e 1,5 mL de solugéo

composta de Kl 5% (m/v) e acido ascorbico 5% (m*weacao foi deixada em repouso
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por 30 min e entdo avolumada para 10,00 mL. Togoooedimento foi realizado em

duplicata real. Para avaliagdo do procedimentoufdizado a absorbancia de cada

replicata.
Tabela 4: Aliquota de matriz adicionada na reacao
Matriz Volume da aliquota (mL)
Fosfatadas e algas marinhas calcarias 1,00
Carbonatadas e conchas marinhas calcarias; 0,667
Sulfato de cobre e ferroso 0,20
Oxido de zinco, manganoso e cuprico 0,10
Racao mineral 1,00
Premix 1,00

4.3 Validacdo do método

Os parametros de mérito que foram avaliados durantealidacdo sdo aqueles
preconizados no Manual da Garantia da Qualidadelitkaa de Residuos e
Contaminantes em Alimentos: linearidade, seleti#daefeito matriz, limite de deteccao
(LD), limite de quantificacao (LQ), precisao (repdidade e precisao intermediaria),

recuperacao/veracidade, robustez e incerteza digdoned
4.3.1 Linearidade e faixa de trabalho

A faixa de trabalho testada contemplou todos odteBrmaximos de residuos (LMR) a
serem verificados nas matrizes ensaiadas. As coacérs avaliadas foram de 0,0; 2,0;
4,5; 7,0; 9,5 e 12 pngide As lll. Foram construidas seis curvas indepeiegecom
leituras em triplicata e aleatorias para cada pdPoa a construcdo das curvas aliquotas
de 0,00, 100, 225, 350, 475 e 600 puL de uma sold&mg L de As foram adicionadas

em baldo volumétrico calibrado de 25,00 mL juntamem os reagentes de reducao,
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5 mL de HCI 50 % (v/v) e 3,75 mL solucdo compos&d 5% (m/v) e &cido ascorbico
5% (m/v). Apés 30 min de reacédo os baldes foramdafe para 25,00 mL. Na avaliacao
dos dados a auséncia de valores discrepantes pdeanivel de concentracdo foi
verificada através do teste de Dixon. Foi verificad ajuste ao modelo linear sendo
avaliados o coeficiente de correlacdo linear ees$duos dos pontos em relagdo ao
modelo. A homoscedasticidade, a independéncia eraatidade dos residuos foram
avaliadas através dos testes de Levene, DurbineWwats Anderson-Darling,

respectivamente.

4.3.2 Efeito de matriz e seletividade

A verificacao da existéncia de efeito matriz f@lreada pela comparacéo entre os valores
de resposta instrumental para curvas oriundas tiateidigerido da matriz branca
fortificada e do analito em agua. O extrato de inddi obtido pelo método delineado
nos testes preliminares. Para as curvas em matriduome da matriz adicionada foi o
mesmo apresentado na Tabela 5. Foram construggasutivas independentes em extrato
e trés curvas independentes em solvente, nos iseis Ke concentracdo avaliados na
linearidade. As leituras em triplicadas foram =dias aleatoriamente e a avaliacdo do
efeito de matriz foi realizada pela existéncia @o de diferenca estatistica, em 95% de
confianca, entre os valores médios da inclinagémiatercepto de ambas as curvas. Para
isso foi aplicado um testepara avaliacdo da variancia dos dados seguidesti para

comparacao das médias.

4.3.3 Limite de deteccéao e limite de quantificacao

Foi realizada a analise de 21 replicatas de ansobteancas para o calculo do limite de
deteccao (LD) que foi estimado como sendo 3 verdeswio padrao da média dos ensaios

com matriz branca Para esse ensaio foram utiliZzadasostras brancas de cada matriz

22



de forma a se obter um LD para o método e ndo uangaala matriz. As matrizes foram
digeridas conforme procedimento otimizado. O lintieequantificacdo (LQ) teorico foi
obtido como sendo 10 vezes o desvio padrdo dagdeitda matriz branca. O LQ
experimental foi confirmado por fortificacdo deesatnostras no nivel de um quinto do
LMR, para cada matriz, antes do procedimento desthg. Foram aceitos como
confirmatdrios os resultados com recuperacédo &wEL0% conforme descrito no guia
de validacé&o [45]. Para as amostras onde o LQ imeetal ndo foi confirmado, realizou-
se nova confirmacao com fortificagdo em valor 10&amque o esperado. Incrementos
de 10% foram realizados até se confirmar experiah@einte o valor de LQ para cada
uma das matrizes. As aliquotas de digerido levaddapa de digestao e posterior leitura

estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5: Aliquotas utilizadas na verificacdo dodd@)método

Matriz Volume da aliquota (mL)
Fosfatadas e algas marinhas calcarias 1,000
Carbonatadas e conchas marinhas calcarias; 0,667
Oxido de magnésio 0,500
Sulfato de cobre e ferroso 0,200
Oxido de zinco, manganoso e cuprico 0,200
Racao mineral 1,00
Premix 1,00

4.3.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada por meio datibpidade e da precisdo intermediéria.

Para avaliar a repetibilidade foram preparadosrsegigcatas independentes de matrizes
brancas adicionadas do analito em dois niveis deettracdo (LQ e LMR), antes do

procedimento de digestdo das amostras. Os expadasmam realizados em triplicata
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em dois dias diferentes. O desvio padréao relatveegetitividade (RSBb) foi calculado
para cada nivel e dividido pelo RSD% calculado pelaacédo de Horwitrz para se obter
o valor de HORRA® Esse valor foi avaliado em acordo com o Regulam@atmmissao

Europeia 333/2007 [46], que indica que o valor méxde HORRAR deve ser 2.

Para avaliar a preciséo intermediaria, ensaiospa®scritos, acima foram realizados por
trés analistas, em dias diferentes. O desvio padyi@tivo da precisdo intermediaria
(RSDr%) foi calculado para cada nivel e dividido peld®R&calculado pela equacéo de
Horwitrz para se obter o valor de HORRAHsse valor foi avaliado em acordo com o
Regulamento da comissdo Europeia 333/2007 [46],imliea que o0 valor maximo de

HORRAT, deve ser 2.
4.4 Veracidade/Recuperacéo

Ensaios de recuperacéo foram realizados em secdtgplpara cada uma das matrizes no
nivel do LMR. Foram aceitos como validos valoreseteiperacéo entre 80 e 110% para
cada uma das matrizes conforme preconizado pel@ gdotado. Foram realizadas

participacbes em ensaios de proficiéncia que eaghnb as matrizes de ragao, premix de

base organica, premix de base mineral e aditiverain
4.5 Robustez

A robustez foi avaliada em condi¢des experimermiais pequenas alteracdes do método
proposto, segundo a abordagem de Youden. Foi @d@ama matriz de experimentos
completa 2 em duplicata. Os parametros avaliados foram: tedgp@ermanéncia na
mufla, tempo de digestdo em chapa, tempo na e@paatdo. Foram calculados os
efeitos a partir das médias das absorbéancias. lleiia da robustez se deu pela presenca
ou auséncia de efeitos significativos, a 95% defi@moga, para as variacbes nos

parametros avaliados.
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4.6 Incerteza

A incerteza da concentracdo analitica foi calculaela combinag&o das incertezas da

calibracdo e da reprodutibilidade intralaboratorial

= 2 2
Uc. anal= \/(ccalibucalib) + urepro

onde:

Ccalib =Coeficiente de sensibilidade obtido da equacaoelmsorando e como uma fungéo

da concentracéo do analito interpolada na cunceatleracéo

Ucalib = \/52 ")+ s2(a)+ (x*)bzzs2 (b)+ 2 x*cov(a,c)

urzepm = € a incerteza em condic¢des de reprodutibilidaitialaboratorial

X" = valor da concentragdo do analito no LMR

s2(y*) = variancia da resposta instrumental estimadata das parametros da curva
s2(a) = Variancia do intercepto da curva

s2(b) = variancia da inclinacéo da curva

cov(a, c) = covariancia entre o intercepto e a inclinacaoutaa

b = inclinacéo da curva
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5 Resultados e Discussao

Amostras cominuidas em 0,25 mm

A

v

Premix Inorgénico
Carbonatos
Fosfatos
Oxidos
Sais de cobre

Medir 1,0000+ 0,0100 g

Y

Adicionar 1,0 mL de
nitrato de magnésio 50
%(m/v)

Adicionar 20 mL deHCI50%

( w/v)

Aquecer em chapa por os
30-60min

:

Resfriar e filtrar em papel de
filtro qualitativo para baldo
de 100 mL

A

Premix Orgénico
Racdo

!

{Medir 5,0000=+ 0,0500 g}

.

Adicionar 4 mL de
nitrato de magnésio
50 %(m/v)
Levar a chapa até
queima do material

!

Levar a mufla a 550 °C
por 10-16h

-

]
Pipetar 0,667 mL
para amostras
Carbonatadas e
conchas marinhas
calcarias

Y Y

Pipetar 0,2 mL para
amostras de sulfato
de cobre e ferroso;

Pipetar 1,0 mL para
amostras
Fosfatadas e algas

Oxido de marinhas calcarias;
zinco,manganosoe Racdo mineral e
cuprico Premix
L J

]

Transferir para um tudo

graduado de 15 mL

Pipetar 0,5 mL para
amostras de Oxido
de magnésio

|

'

Adicionar 2 mL de HC1 50 %
(w/v)
Adicionar 1,5 mL solugio de
reacgéo
Deixar reagir por 30-60min

!

Realizar Leitura por HG AAS

Figura 1: Fluxograma resumo do procedimento aoaliti




5.1 Condi¢gOes do Espectrometro de Absorcédo Atdmigaor Geracédo de Hidretos

acoplado ao sistema de injecdo em fluxo

O delineamento experimental foi realizado com uan@jamento fatorial?2completo,
avaliando o fluxo de gas de arraste e a concematiggdolucdo de borohidreto, conforme

Tabela 6.

Tabela 6: Planejamentd Rara otimizac&o das condices do equipamento

Resposta média

Fluxode ~ Concentracdode - triplicata de

Experimento gas borohidreto de sédio

leitura
1 -1 -1 0,51785
2 1 -1 0,4194
3 -1 1 0,66205
4 1 1 0,49635

Fluxo de gas: (-1) 80 mL nia (+1) 100 mL mirt;
Concentracao de borohidreto deosigdl) 0,1% (m/v) e (+1) 0,2% (m/v)

A Figura 2 apresenta os valores padronizados aw®®fem comparacdo com o valor
critico de significancia a 95% .
Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados

(a resposta & ABS: o = 0.05)

Termao 2776

Fator Nome
A Fluxo de gas
B Concentracio solugio MaZBH4

1

0 1 2 3 4 5 -]

Efeitos Padronizados

Figura 1:Grafico dos efeitos para o equipamento. A) Fluxgaég B) Concentracdo da

solucéo de borohidreto de sodio e AB) interacéceert fatores A e B

27



Ambos os fatores avaliados apresentaram efeitdfisafivo na Figura 2. O aumento da
concentracdo de borohidreto favorece a formacaomdes radicais livres de H,
provenientes da decomposicao do hidrogénio nasd@sthidretos se atomizam melhor

na presenca desses radicais, como descrito pon®Ek8].

Ja para o fluxo de gas, pequenos incrementos pledama um aumento da absorbancia,
fato que pode ser explicado pela melhor separagdodideto da solugéo. Contudo, um
aumento do fluxo de gas acaba por levar a dimiouigabsorbancia, por diluicdo dos

hidretos na fase gasosa. Fato similar foi obserpad&eveiraet al.[47].

Apesar de, individualmente, os fatores analisagossantarem influéncia na absorbancia
do analito, o fator de interacdo entre eles ndesamtou efeito significativo sobre o
resultado. Assim, a concentracdo da solucdo déhinveto de 0,2% (m/v) e o fluxo de
gas de 80 mL mikforam selecionados como os melhores parametrogpprantificacio

e foram adotados em todas as demais quantificalg®se trabalho.
5.2 Tempo de reacédo para a reducao das espéciesAs(lll)

As matrizes estudadas podem apresentar alta \atéat@ da composicdo mineral e os
componentes minerais podem atuar consumindo otoreduna etapa de reducao. Dessa
forma, optou-se por nao realizar o delineamentguamtidade de reagente desta etapa e
utilizar reagentes em excesso de forma a deixaocedimento mais robusto quanto a

variabilidade amostra.

Matrizes ricas em cobre, como o sulfato de coboglem interferir nessa etapa do
processo, isso porque o cobre (II) também é redugédo iodeto a cobre (l) e ainda
compete na reacdo, podendo se precipitar na foen@ud. Assim, foi utilizado um

excesso de 100% do volume tedrico previsto paramiancentracdo de arsénio, na faixa

de trabalho estudada: ou seja, 1,5 mL da solucapasta de Kl 5% (m/v) e acido
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ascorbico 5% (m/v). O volume do acido cloridrico%qv/v) adicionado foi de 2,0 mL,
com o objetivo de garantir o meio fortemente ageca facilitar a reducdo do As pelo
iodeto e para evitar a precipitacdo de Oxidos tad@s de metais. A reducdo do As

acontece conforme evidenciado na equacao 3.
ASOs%aq) + 2 faq) + 2 Hag) = AS@%aq + bag + HOn (equagéo 3)

Dessa forma, o estudo realizado envolveu o tempeal#io necessario para a conversao
maximo das espécies de As (V) em As (lll). Paratado foi realizada a reacdo sem a
presenca de matriz interferente (rotina) e na pggsde matriz de sulfato de cobre, por
ser a de maior interferéncia nessa etapa. Na rek;émtina uma aliquota do padréo foi
adicionada ao meio reacional e na curva de colene da aliquota do padrdo, 1 mL de
extrato de digerido da matriz de sulfato de cobreadlicionado ao meio reacional. Os

resultados estdo expostos na Tabela 7 e organinadéigura 3.

Tabela 7: Dados experimentais das absorbancias @@ Auséncia e presenca de cobre

em diferentes tempos de reacéo

Absorbancia média das triplicatas de leitura

Tempo (S) Rotina (auséncia de cobre) Presenca de Cobre
0 0,083 0,0872
30 0,1831 0,2355
60 0,2716 0,3143
180 0,4355 0,469
300 0,5136 0,5106
600 0,526 0,515
900 0,5265 0,5143
1200 0,533 0,5251
1800 0,5546 0,5185
2400 0,5346 0,5135
3000 0,5237 0,5216
3600 0,5284 0,5072
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Figura 3: Absorbancia x tempo de reacéo (s) ondetira ha apenas a aliquota do

padréo e cobre os dados da absorbéncia na presengatriz de sulfato de cobre.

Os dados apresentados evidenciam que, nos prinminagos de reacdo, a absorbancia
de As varia bruscamente, fato correlacionado csmaainética da reacdo de reducdo. A
absorbancia atinge um valor constante em aproximedie 600 segundos de reagao.
Nao ha diferenca entre o tempo de estabilizacde enturva em rotina e a curva em
matriz de sulfato de cobre, indicando que o excadsnonado da solucao redutora foi
suficiente para contornar a interferéncia. Dengrenatrizes em estudo as ricas em cobre
sao as que poderiam apresentar maior efeito ind@tke e, por isso, foi escolhida para o
estudo. Contudo, como as matrizes podem apresmmguosicao diversificada optou-se
por ser mais conservador no tempo de reacdo. Dessa, 0 tempo aplicado nos
experimentos desse trabalho foi de 1800 segundsegja,l 30 minutos para a etapa de

reacao.
5.3 Delineamento da etapa de digestéao

O preparo de amostra foi delineado realizandoss@lanejamento fatoriafZompleto

(Tabela 8). As respostas correspondem a absorbdmeiesénio adicionado nas matrizes:
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1 - matrizes fosfatadas e algas marinhas calc&iasnatrizes carbonatadas e conchas
marinhas calcérias; 3 - sulfato de cobre e ferrdse;6xidos de zinco, manganoso e

cuprico; 5 — Racgao animal e 6 - Premix.

Tabela 8: Planejamento de Experimentp&ra preparo de amostra em diferentes

matrizes de alimentacédo animal

_ Volume Pré- Volume Absorbéancia média das triplicatas de leitura paa A
Experimento HCI calcinaggo Mg(NO:s).
50% 50% 1 2 3 4 5 6
1 -1 -1 -1 0,4034 0,505D,4319 0,4198 0,0000 0,5253
2 1 -1 -1 0,5083 0,3700,4543 0,4157 0,0000 0,5142
3 -1 1 -1 0,4642  0,3288,3701 0,4302 0,4883 0,5351
4 1 1 -1 0,5120 0,5159,4205 0,4000 0,2989 0,4593
5 -1 -1 0,3750 0,309D,4753 0,4343 0,0000 0,4533
6 1 -1 1 0,4657  0,4480,4294 0,4294 0,0000 0,4974
7 -1 1 1 0,5365 0,5356,4608 0,3914 0,2394 0,5221
8 1 1 1 0,5459  0,52349,4430 0,4238 0,4170 0,5036
9 -1 -1 -1 0,4447  0,369D,4854 0,4255 0,0000 0,2247
10 1 -1 -1 0,4567  0,4349,4306 0,3273 0,0000 0,4312
11 -1 -1 0,4370  0,3476,3851 0,4211 0,3969 0,4076
12 1 1 -1 0,4041  0,3309,4242 0,4308 0,3708 0,4115
13 -1 -1 1 0,4532  0,4270,4186 0,4473 0,0000 0,4257
14 1 -1 1 0,4504  0,4110,4407 0,4154 0,0000 0,4351
15 -1 1 1 0,4469  0,4319,4107 0,3836 0,3738 0,4110

=
(o))

1 1 1 0,4879  0,4400,4299 0,3914 0,3378 0,4416

Volume de acido cloridrico 50% (v/v): (-1) &8 e (+1) 20 mL;
Pré-calcinacédo das amostras: (-1) ausentg)g(esente;
Volume de nitrato de magnésio 50% (m/v): ¢yl e (+1) 4 mL.

Os experimentos foram realizados de forma aleafgaiaa minimizar tendéncias e
aumentar a robustez do modelo. Os dados da Tab&dea® submetidos a andlise
estatistica para verificacdo dos efeitos de caditro avaliado sobre o valor final da

absorbancia de cada matriz em estudo. Foram ashadisanda os efeitos de interacdo de

31



segunda e terceira ordem entre 0os parametros dstidamatriz 6xido de magnésio ndo
foi avaliada nessa etapa, porque durante o proesdinadiciona-se nitrato de magnésio
em elevada concentracdo. Dessa forma o possivtel gfee a matriz possa sofrer por um
dos parametros seria confundido nas demais matn&esjustificando o estudo. Os
resultados da analise estatistica forneceram disagale efeito que foram organizados
na Figura 4. O modelo proposto explicou mais de 86%dados para todas as matrizes
analisadas. Os valores dos efeitos de primeiraunsieg e terceira ordem estéo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores dos efeitos observados param@snetros em estudo em funcéo de

matriz avaliada

Efeito por matriz

Parametro
1 2 3 4 5 6

A 0,0338 0,0274 0,00434  -0,01492 -0,0092 0,0236

B 0,0346 0,0223 -0,02774  -0,00530 0,3654 0,0231

C 0,0164 0,0405 0,01329 0,00578 -0,0234 0,0226

AB -0,0174 0,0144 0,01839 0,01985 -0,0092 -0,0386
AC 0,0008 0,0024 -0,00994  0,01578 0,0446 -0,0072
BC 0,0336 0,0616 0,02284  -0,02875 -0,0234 -0,0064
ABC 0,0081 -0,0458 -0,01209  -0,00060 0,0446 0,0282

Legenda: — A) volume de HCI; B) Pré-calcinacdo)V@lume de nitrato de magnésio,
AB) interacéo entre os fatores A e B, AC) interagétre os fatores A e C, BC)
interacao entre os fatores B e C, ABC) interagdreas fatores A, Be C
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Matriz Fosfatada; a = 0,05 Matriz carbonatada; oo = 0,05 Matriz Sais de Cobre; o = 0,05
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Figura 4 - Graficos de efeito para a otimizacapmparo das amostras — A) volume de HCI; B) Préitatéo, C) Volume de nitrato de magnésio,
AB) interacao entre os fatores A e B, AC) interagitre os fatores A e C, BC) interacao entre asdatB e C, ABC) interac&o entre os fatores
A, BeC
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Pela analise da Figura 4 observa-se que parate laxperimental estudado em um nivel
de 95% de confianca, a exce¢do da pré calcinaga@puaatriz de racao, todos os efeitos
de primeira, segunda e terceira ordem nao foramifisigtivos. Os valores dos niveis

foram definidos pela experiéncia prévia e com Ipasiéeratura e talvez, por isso, efeitos
significativos ndo foram observados, por ja serdstdalhando em uma faixa de alta
performance. Ainda assim, na busca da melhor caadig abertura da amostra, os

efeitos de primeira ordem foram analisados.

Observando-se os valores dos efeitos na Tabelat®.se que a maior parte dos efeitos
de primeira ordem s&o positivos, ou seja, com @mento proposto do nivel baixo para
o nivel alto, temos um aumento do sinal analitRara o volume de acido cloridrico o
nivel alto s6 gera efeito negativo para as matideedxido de zinco e de ragdo. Contudo
o valor do efeito negativo € muito baixo para arinale 6xido de zinco e quase nulo para
racdo. Na Tabela 9 nota-se que o sinal analitica @@ddo de zinco quase nao se altera
para todos os niveis estudados. O acido age nad#egto quimica da amostra e como as
matrizes podem variar muito em sua composi¢caazartium volume maior é vantajoso
para garantir a eficiéncia da digestdo. Porém, @oitante lembrar que o cloreto de
arsénio (lll) é volatil, dessa forma um volume rmagtande de acido pode levar a perdas
do analito por volatilizacdo. Como essa perda méicdnsideravel dentro dos niveis
estudados, ja que o sinal analitico se manteveredsidptou-se por trabalhar com o
volume de 20 mL de HCI 50% (v/v) por acreditar qle pode responder melhor as

variedades amostrais.

No que se refere a pré calcinacdo das amostrasufia por 16 h a 550°C, vemos que
esse fator teve efeito significativo apenas paaeastra de racdo. Esse resultado ja era
esperado pelo alto teor de material organico ptesesse tipo de amostra. A combustao
na mufla ajuda na mineralizacdo da amostra e, assiniberacdo do analito. Para as
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demais matrizes vemos que o0s valores de efeitdiyassbu negativos, pouco alteraram

na qualidade dos resultados.

Como a utilizacdo de mufla aumenta o tempo expmarial, optou-se por realizar o
procedimento de pré calcinagdo apenas em amostraacdo e em outras amostras
recebidas com informacgé&o de teor organico maid@d# em massa, como no caso de

premix de base organica.

Para o volume de nitrato de magnésio adicionadusgéiyel verificar que apenas para a
racdo o efeito foi negativo, ao contrario do esperaConsiderando que a massa de
amostra para essa matriz € maior, acreditava-seugqugolume maior de nitrato de
magneésio seria necessario. Entretanto, os fateregetacéo de segunda ordem AC e de
terceira ordem ABC, apesar de nao significativogrh expressivos de forma positiva,
superando o fator isolado de primeira ordem C paretriz racdo o que justifica o uso
do nivel superior para essa matriz. Para as denarizes, optou-se por trabalhar com o

nivel inferior para este fator por economia de eetg)
5.4 Parametros da validagéo
5.4.1 Linearidade

O ajuste ao modelo linear para a explicacdo doesdaduscado na maioria das vezes
para andlises univariadas. Fato que se explicafpeiidade de se trabalhar com o
modelo tanto matematicamente quando em represestag@ficas. Para a faixa de
concentracdo estudada de 2,0 a 12,0 figdresiduos (Figura 5) seguiram a distribui¢éo
normal, mostraram independentes e homocedastioessaDforma a curva pode ser
construida pelo método dos minimos quadrados ardsasendo a relacdo de

concentracdo com a absorbancia linear com um oewetéc de correlacdo de 0,9974
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(Figura 6). No teste de residuo da curva, todoses&luos foram menores que 10%

indicando um bom ajuste do modelo proposto comadssiexperimentais.
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Figura 5: Gréfico de residuos em funcéo da conagditr
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Figura 6 — Curva analitica para avaliacdo da Lidede

5.5 Avaliacdo do Efeito matriz (curva de compatibitlade de matriz)

Em toda analise quimica sempre havera efeito decigdio matriz e analito, dizemos que

h& efeito de matriz significativo quando essa agéo é forte o suficiente para interferir
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no valor da grandeza mensurada. O efeito da nmsibre 0 analito pode ser positivo,
aumentando o valor da grandeza mensurada ou negatisndo o valor é subestimado.
Em analises quantitativas uma das formas de sdicaeria existéncia de efeito
significativo é pela comparacéo das curvas anaditibtidas mensurando-se o analito na
presenca e na auséncia da matriz. Algumas metadslagdicam primeiramente a
comparacao entre a curva em matriz e a curva e @gapura, contudo, de forma a
tentar mitigar ao maximo a significancia do efétde préatica usual trabalhar-se com o
gue se chama curva de reagentes em comparacao comaaem matriz. A curva em
reagente tem adicionada em si todos os reagestdsamtes adicionados a matriz durante
a analise s6 ndo tem os componentes da matrizeB@rastudo comparou-se a curva de
reagente com seis das sete matrizes avaliadasoN&alizado estudo com a matriz de
oxido de magnésio ja que todas as curvas apres@nsatie concentracdo do metal uma
vez que seu sal é adicionado na etapa de reacacapaducdo do As. A Tabela 10
apresenta os valores das inclinacdes e das inbes@ara todos as curvas avaliadas. A
Figura 7 apresenta as curvas absorbancia em fuhgdmncentracdo para todas as

matrizes estudadas.
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Figura 7: Curva analitica paras as matrizes endestu
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Para a verificagdo da existéncia ou ndo do efeitmalriz primeiramente foi aplicado um
teste F para verificar se as variancias das inghes e interse¢des da curva matrizada
com a curva de reagentes eram homogéneagubbsFabeladd. COmo para todas as
matrizes as variancias nao diferiram, procedeuese um teste T das médias para
verificacdo de equivaléncia dos valores de inchwag intersecéo das curvas. O valor de
tcalculado fOoi menor que o valor decitco indicando que as médias ndo diferem
estatisticamente a 95% de confianca, ou seja, a&efdito de matriz significativo no
universo amostras verificado. Nao existindo efat matriz significativo, pode-se

utilizar a curva de reagentes para a quantificadgdanalito nas matrizes.
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Tabela 10: Dados para a avaliagdo da existénadette de matriz significativo para as matrizesestudo

Fosfatada

Carbonatada

Sais de Cobre

Oxido de zinco Racao

Premix

MATRIZ ROTINA

MATRIZ ROTINA MATRIZ ROTINA MATRIZ ROTINA MATRIZ ROTINA MATRIZ ROTINA

Média 0,04318 0,04290

0,037963 0,038359

0,082743 0,082692 0,@M56,0045488 0,19842 0,19787 0,057798 0,057468
l% Variancia 3,23x10° 3,1x10° 2,66x10° 3,18x10° 2,44x16® 1,03x10° 9,19x1®° 3,46x10° 4,66x10° 1,94x10° 1,22x10° 8,55x10°
é zggﬁ,'/j‘)‘)"“ 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31
tcalculado 0,79 1,16 0,07 0,21 0,48 1,62
o Média 0,02780 0,02738 0,03225 0,02978 0,01357 0,01210 0,01803 0,01563 0,00937 108® 0,03308 0,03510
?}“ Variancia 2,29x10° 2,51x10° 1,18x1¢° 2,82x10° 2,21x10° 9,15x10° 3,95x10° 1,12x10° 2,88x1C® 1,59x10° 2,48x1C°F 1,91x1C°
é zggﬁ,'/j‘)‘)"“ 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31 2,31
tcalculado 0,14 0,88 0,68 1,37 1,24 2,16
Conclusio N&o ha e_feito de N&o ha e_feito de N&o ha e_feito de N&o ha e_feito de N&o ha e_feito de N&o ha e_feito de
matriz matriz matriz matriz matriz matriz
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5.6 Limite de Deteccéo e limite de Quantificacao

Os valores encontrados para os limites de detexd@&quantificacdo estdo expostos na
Tabela 11.

Tabela 11: Valores de LD e LQ para As nas difegentatrizes experimentais

Fosfato  Carbonato ZnO CuSQ MgO Premix Racao
LD (mg kg?) 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36
LQ (mg kgY) 2,00 3,00 50,00 10,00 6,00 2,00 0,40

Um mix formado por trés amostras brancas de catl@rf@ utilizado para determinacao
do limite de deteccao de forma a se obter um val@o para todo o método. Devido a
contaminacgao natural de algumas amostras o LD®fuidigeiramente elevado, estando
abaixo dos valores de LQ para todas as matrizesi@yara a racdo. Contudo, mesmo
com um limite baixo foi possivel confirmar expermemente o valor de LQ para a
matriz de racéo e para todas as matrizes. O valbfdconfirmado foi igual a um quinto
do LMR na matriz conforme recomendado pelo guisadelacdo utilizado, exceto para
a matriz de MgO, porque a amostra disponivel paréordficacdo apresentava
concentracdo acima do LQ que seria testado, nautpeto a quantificagcdo nesse mesmo
nivel. No estudo realizado pAdamse e colaboradoré42] foi evidenciado que alguns
aditivos apresentam concentracdo acima de 20%nite bermitido, devido as formacgdes

geoldgicas ou aos processos de producao industrial.

Outra exigéncia do guia é que o primeiro pontoutteaccorresponda ao valor de LQ para

a matriz. Essa exigéncia foi confirmada para tedamatrizes.

5.7 Precisao

A repetitividade foi avaliada em dois niveis deaamntracdo no LQ e no LMR para cada
uma das matrizes. Os ensaios foram realizados esndds diferentes pelo mesmo
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analista. Os valores de absorbéancia foram conwsrpelas curvas analiticas em valores
de concentracdo para cada ponto. Foi entdo cattwlddSD de cada um dos niveis
estudados. Esse valor foi dividido pelo RSD% caldal pela equacdo de Horwitz

(equacao 4), para de obter o valor de HORRAT

Equacéo 4: RSRmwirz = 2 (0:5109C)
onde C é a concentragdo (m/m) do nivel avaliadoessp em poténcia de 10.
Os valores encontrados estdo apresentados na izbela

Tabela 12: Valores de repetitividade por matrizapzs valores de LQ e LMR

Concentragao RS DiHorwitrz)
RSD (%) HORRAT;
(mg kg*) (%)
2,00 4.0 14,4 0,28
Fosfato
10,00 4.7 11,3 0,24
3,00 2,6 13,6 0,20
Carbonato
15,00 2,1 10,6 0,20
6,00 13,9 12,2 1,14
MgO
20,00 4.0 10,2 0,40
20,00 34 8,90 0,38
Zn0O
100,00 53 8,00 0,67
10,00 5,4 11,3 0,48
CuSQO
50,00 4.4 8,9 0,49
. 2,4 53 14,0 0,38
Premix
12,00 3,2 11,0 0,29
. 0,4 11,3 18,4 0,62
Racéo
2,00 4.7 14,4 0,33

Pelos valores apresentados na Tabela 12, para ésdoiveis os valores de HORRAT

para a repetitividade foram menores que 2 e, portasatisfatorios segundo o
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regulamento 333 de 2007 da comissao europeia@¥oinaiores valores de RSD foram
encontrados para os niveis baixos da ragéo e do deimagnésio. O primeiro se justifica
por ser um valor muito baixo proximo do LD do métpg para o segundo o fato da
amostra utilizada na fortificacdo ter nivel de @mcagdo muito proximo ao estudado

(aproximadamente 4 mg kpfaz com que os valores flutuem de forma maisidengvel.

A precisdo intermediaria foi avaliada de forma dearge. Nos célculos foram
acrescentados os valores obtidos por outros da@bsts em dois dias de analises

diferentes. Os valores estéo apresentados na Tehela

Tabela 13: Valores para avaliacdo da precisaonn@@iaria por matriz para os valores

de LQ e LMR
Concentracao RSDHorwitrz)
RSD (%) HORRAT;
(mg kg% (%)

2,00 8,90 14,41 0,62

Fosfato
10,00 3,20 11,3 0,28
3,00 5,90 13,6 0,44

Carbonato
15,00 5,90 10,6 0,56
6,00 9,80 12,21 0,81
MgO
20,00 5,90 10,19 0,58
20,00 7,20 8,80 0,81
Zn0O

100,00 6,00 8,00 0,75
10,00 7,90 11,30 0,71

CuSQ
50,00 5,00 8,90 0,56
_ 2,4 7,30 14,02 0,38

Premix
12,00 5,20 11,00 0,29
0,4 8,30 18,36 0,46

Racao
2,00 8,40 14,41 0,59
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Os valores encontrados para HORRAT da precisaometdiaria foram todos menores

que 2, indicando que o método tende a apresendigoriecisao intermediaria.

5.8 Veracidade/Recuperacao

Foram realizados ensaios de recuperacdo em mataxerificacdo desse parametro para
todas as matrizes. As analises foram realizadasegtplicata no LMR de cada matriz.
Em paralelo foram realizadas participacdes em esshd proficiéncia (EP) organizados
pelo BIPEA e pelo FAPAS para algumas das matrimegstudos. Os resultados para
recuperacao estao apresentados na Tabela 14 éela Ta os valores das participacdes

nos ensaios de proficiéncia.

Tabela 14: Resultados das analises de recuperacaoapriz

Matriz Média da recuperacao (%)
Fosfato 96,7
Carbonato 92,3
Zn0O 92,5
MgO 97,8
Ragéao 88,6
Premix 92,6
CusQ 93,8
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Tabela 15: Resultados das participacdes em EndaiBsoficiéncia para As

Resultado reportado Resultados Esperado

Matriz Z score Provedor
(ug kg?) (ug kg?)

Ragéao <400 327 N&o fornecido Fapas
Premix orgéanico 914 1122 -0,86 BIPEA
Premix mineral 2471 2495 -0,04 BIPEA

MnSOy 209 255 -0,68 BIPEA
Premix mineral 6479 6714 -0,018 BIPEA

Todos os valores de recuperacao foram satisfat@itse 80 e 110 %) assim como as
participacbes em EP, todos os z scores ficarane e@itre +2, indicando resultado
satisfatério no nivel analisado. Verifica-se, caolauque o método tende a reportar
valores de recuperacdo sempre menores que 100%avphmente devido a perda de
arsénio por volatilizacdo. Na rotina analitica ssdpre avaliada a recuperacao de uma
amostra de controle e os valores serdo corrigichoisircdo da recuperacao dessa amostra

teste.

5.9 Robustez

A analise da robustez busca verificar se 0 métamtirua respondendo de forma
satisfatoria mesmo submetido a pequenas alterapbegprotocolo analitico. Os

parametros avaliados foram escolhidos com baseossiljlidades reais de alteragdes na
rotina laboratorial. Para todas as matrizes foificado que o tempo de reacgao, de
permanéncia na mufla, para a matriz de ragcédo, empd de digestdo na chapa nao
apresentam efeito significativo a 95% para os esl@studados. A interacdo dos fatores

também nado apresentou efeito consideravel. Ind@aassim, que o método proposto
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apresenta resultados aceitaveis mesmo com essmaca#ls. As Tabelas 16 e 17
apresentam o modelo para o planejamefit® 2 respectivamente. Os graficos de efeito

estdo apresentados nas Figuras 8 e 9.

Tabela 16: Planejamento Experimentat@mpleto para Robustez em diferentes
matrizes de alimentag¢ao animal

Tempo Absorbancia média das triplicatas de leitura paga A

: Tempo de
Experimento  de reacio

digestao ¢ Fosfato  CarbonatoZnO MgO CuSQ@ Premix
1 -1 -1 0,8564 0,6376 1,2598,7341 0,6348 1,2116
2 1 -1 0,8247 0,5907 1,3008,6936 0,6074 1,1806
3 -1 1 0,8256 0,6063 1,2720,6983 0,6388 1,1987
4 1 1 0,8339 0,6210 1,256@,7132 0,6345 1,1898

Tempo de digestado: (-1) 30 mift+1) 60 min;
Tempo de reacédo: (-1) 30 mif+1) 60 min.

Tabela 17: Planejamento Experimentat@mpleto para Robustez na matriz de ragéo

animal
Experimento Teorlgpo Tempci de Tempo de _A_bsorbéncia_média das
digestio reacao mufla triplicatas de leitura para As
1 -1 -1 -1 0,6463
2 1 -1 -1 0,6637
3 -1 1 -1 0,6554
4 1 1 -1 0,6622
5 -1 -1 1 0,6603
6 1 -1 1 0,6688
7 -1 1 1 0,6526
8 1 1 1 0,6641

Tempo de digestéo: (-1) 30 m{g®E) 60 min;

Tempo de reacéo: (-1) 30 emm{r1) 60 min
Tempo de mufla: (-1) 18i¢+1) 16h
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Figura 9 - Graficos de efeito para robustez daaac&) Tempo de digestdo; B) Tempo
de reacédo; C) Tempo de mufla; AB) interacao ergriatores A e B, AC) interacdo entre
os fatores A e C, BC) interacéo entre os fatore<B ABC) interacéo entre os fatores A,

BeC

Além dessa avaliagdo durante todo o desenvolvimgmimétodo foram observados se
alguns fatores poderiam afetar os resultados aualitO principal fator observado foi

gue o sinal analitico tende a cair em bateladasdgsa (superiores a 40 amostras).
Acredita-se que a queda do sinal ocorre pela dessiggn do borohidreto de sodio em
solugéo. Para aumentar a estabilidade do Nafiktionou-se 500 pL de solucéo de
NaOH 50% (m/v) para cada litro de solucdo. Alénsaisenhuma batelada analitica foi

superior a 40 amostras.
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5.10 Incerteza de medicédo no LMR

A incerteza é um dos parametros metrolégicos mamitantes ligado a qualidade do
resultado, pois é ela que permite a comparacacommos resultados e com os limites da

legislacéo [45]. Os valores de incerteza para o lddRada matriz estdo apresentados na

Tabela 18.

Tabela 18: Incerteza padrdo combinada e incertéxima para o LMR

Matriz LMR (mg kg?) UnoLMR (mgkg) U max (mg kd)
Fosfatada 10 1,17 2,47
Carbonatada 15 1,71 3,06
Oxido de Magnésio 20 2,34 4,04
Sulfato cuprico 50 5,47 10,44
oxido de Zinco 100 17,26 20,01
Premix 10 1,30 2,47
Racao 2 0,24 0,48

As incertezas no LMR variaram entre 11 e 17% sequ® todas ficaram abaixo da

incerteza maxima recomendada, conforme observadalnsa 18.

As figuras de mérito avaliadas foram satisfatgpers a quantificacdo de As nas matrizes
de alimentacéo animal avaliadas. A otimizacao exyeartal permitiu a definicdo de uma
condicdo otima para a analise de todas as map@esm método Unico de abertura e
quantificacdo exceto por algumas particularidadepréparo da amostra para a matriz
de racdo. Dessa forma, ao final dos experimentosldborado método analitico

MET/LEI/PL/019 que esta anexado a este trabalhapé@ndice 1.
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6 Conclusdes

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um metpdra a determinacdo de arsénio
em sete matrizes de alimentagcdo animal, empregéigdstdo acida em vaso aberto na
presenca de nitrato de magnésio, que evitou pesidafficativas de As na forma de
AsCls. Como vantagem do método de digestao temos o basto do procedimento e a
possibilidade de abertura de um nimero grande dsteas em uma Unica batelada. Em
geral, métodos em chapa tendem a ser demoraddsdopmo método proposto, com

excecdo da matriz de racdo, o tempo de digestdio ¢ torno de 30 min.

A aliquota de massa amostral utilizada se mostequada para as analises. A técnica
HG-AAS, amplamente aplicada na literatura paraantificacdo de arsénio, mostrou-se
adequada ao uso pretendido. Além disso, a téceicaifiu a identificacdo de As com
elevada confiabilidade, utilizando uma ampla faoka trabalho, com linearidade

adequada e elevada sensibilidade.

A otimizacdo do procedimento de digestdo e doshpetras instrumentais foi realizada
por meio de planejamentos de experimentds 2 completos. O método validado
forneceu R maiores que 0,999 e valores de residuos, normgndetribuidos, menores
gue 10%, indicando que o ajuste linear das cumalit@as foi adequado. A preciséo foi
avaliada através da repetitividade e da precisg@oniediaria, ambas em dois niveis de
concentragdo. O maior valor do RSDintra-dia foil8¢9% para a matriz de oxido de
magnésio, devido, provavelmente a contaminacdcalata amostra. A veracidade foi
avaliada por recuperacdo ( R %) no LMR de cadaimdds valores médios de R %
ficaram na faixa de 88-98%, indicando que o métdadapaz de emitir resultado com
elevada exatiddo para o LMR, fato que foi corrodoreom as participagées nos ensaios

de proficiéncia sempre com resultados satisfatorfaglos os valores de incerteza
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apresentam conformidade com a legislacao, poisiveaam-se em concordancia com o

limite maximo de incerteza recomendado Umax.
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Apéndice — Método de Analise



Método Submetido a acreditacdo sendo usado namdinFDA-MG

(MET/LEI/PL/019)
1.0 Objetivos e Alcance

Detectar e quantificar residuos de arsénio (Asaeostra de alimentos para animais por

Espectrometria de Absorcao atbmica com geracaaddetdn— HG-AAS.
2.0 Fundamentos

O método fundamenta-se na digestdo de amostrassmaberto de cerca de 1,0000 g
de amostra de alimentac&o animal inorganica olb,§@le alimentos organicos com 20
mL de &cido cloridrico 50 % (v/v) na presenca deato de magnésio com pré-calcinagcao
em mufla para amostras organicas. O digeridorédiit e avolumado com agua ultra pura
para 100,00 mL em baldo volumétrico. Uma aliquotdiderido € colocada para redugéo
do As (V) para As (lll), na presenca de Kl e &a@dodrbico por trinta minutos. Ao final

a amostra é avolumada para 10 mL. As leituras edlizadas em no equipamento de

absorgéo atdomica por geracao de hidreto.

3.0 Reagentes, padrdes, materiais e insumo

3.1 — Reagentes
* Solucao de acido Cloridrico 50% (v/v) e 10% (v/v)
« Agua ultrapura (Resistividade > 18,ZMm)
» Solucao de nitrato de magnésio 50% (m/v)

« Solucéo composta de KI 5% (m/v) e Acido ascorbizo(B/v)

* Solucao de NaBH0,2% (m/v)



3.2 — Padrdes

« Material de referéncia de Arsénio (1000 m) L

3.3 — Materiais

Ponteiras para micropipeta

+ Baldes volumétricos calibrados de 25,00 mL

+ Baldes volumétricos de 100,00 mL

* Proveta de 50,0 mL

+ Balao volumétrico de 1000,00 mL

e Tubos graduados tipo falcon de 15,0 mL

3.4 — Insumos

« Amostras brancas, materiais de referéncia e/ou tamsosnaturalmente

contaminadas

* Argobnio analitico 5.0

4.0 Equipamentos

Balanca analitica com resolucao de pelo menos §,1 m

* Micropipetas de volume variavel de 100, 200, 10860@0 pL

» Capela de Exaustéo

» Chapa de aquecimento

» Espectrometro de Absorcdo Atdmica por geracaodretioi AAnalyst 400

» Sistema de inje¢do em fluxo FIAS 400



e Lampada de catodo oco ou de descarga de elétrons de
5.0 Precaucdes analiticas

* Aagua utilizada em todas as etapas da analiggndd o preparo de solucao deve

ser ultrapura

* Todo o material utilizado, com excecéo de pontei@ss, deve ser lavado com
detergente neutro, enxaguado com agua ultrapueasinem banho acido por pelo

menos 4h e enxaguado novamente por pelo meno$8 gem agua ultrapura.
» |dentificar tubos, béqueres e outros itens de ensai
* Manusear acidos e solugdes perigosas nha capeladst@&o.
» Deixar a aliquota reagir por 30-60 min
* Nao deixar a amostra na mufla por mais de 16h
6.0 Procedimentos

Durante a analise, preencher o formulario FOR/LUHOR7 com todas as informacgdes

pertinentes, permitindo a rastreabilidade das sesli

6.1 — Preparo de solugdes reagentes

As solucdes reagentes devem ser preparadas, fichdds, armazenadas e
registradas conforme POP/LEI/PL/006. As solucdagestes tém validade de 6 meses a
partir da data de seu preparo (NT 06/2011 — LEI/IBENRO-MG). As solucdes podem
ser preparadas em quantidades diferentes das as@astixo, desde que se mantenha a

concentracdo das mesmas.



6.1.1 — Solucéo de acido cloridrico 10% (v/v)

Medir em uma proveta 100 mL de acido cloridricobapluro ou purificado e
transferir para baldo volumétrico de 1000,00 mL amenca de 500,00 mL de agua

ultrapura. Completar o volume do baldo com aguapiltra.

6.1.2 — Solucéo de acido cloridrico 50% (v/v)

Medir em uma proveta 500 mL de acido cloridricoapluro ou purificado e
transferir para baldo volumétrico de 1000,00 mL omnca de 500,00 mL de agua

ultrapura. Completar o volume do baldo com aguapitra.

6.1.3 — Solucéao de Mg(N€)2 50% (m/v)

Medir a massa de 500g de nitrato de magnésio SAubilizar com 700 mL de
agua ultrapura transferir para baldo volumétrica@@0,00 mL. Completar o volume do

baldo com agua ultrapura.

6.1.4 — Solucdo Composta de iodeto de potassio &P4 m/v) e acido ascérbico (5%

m/v)

Medir a massa de 5g Kl e 5g dgHgOe, solubilizar com 50 mL de agua ultrapura
transferir para baldo volumétrico de 100,00 mL. @latar o volume do baldo com agua
ultrapura. Essa solucdo deve ser preparada IMEDMERNTE ANTES DO USO E

SUA VALIDADE E DE 1 DIA.

6.1.5 — Solucéo de borohidreto de sodio (NaBH,2% m/v)

Medir a massa de 1g de NaBHolubilizar com 100 mL de &gua ultrapura

transferir para baldo volumétrico de 500,00 mL.cdahar 500 pL de solucdo de NaOH



50% (m/v). Completar o volume do baldo com aguepiira. Essa solucdo deve ser

preparada IMEDIATAMENTE ANTES DO USO E SUA VALIDADE DE 1 DIA.
6.2 — Preparo de Solucéao Padrao

As solucbes padrdo devem ser preparadas, idedisc armazenadas e

registradas conforme descrito no POP/LEI/PL/004.
6.2.1- Solucdo padréo de adigéo de arsénio (As 0,5 mg)L

Pipetar exatamente 25 pL da solucdo estoque &0 mg 1), transferir para

baldo volumétrico calibrado de 50,00 mL e completaolume com agua ultrapura.
6.2.2— Solucéo padrédo de adicdo para a recuperacdo desénio (As 10 mg L)

Pipetar exatamente 100 pL da solucéo estoque d@0®8® mg L), transferir

para baldo volumétrico calibrado de 10,00 mL e detapo volume com agua ultrapura.
6.2.3 — Solucbes padrdes de uso para a curva daelmalcao de As

Preparar seis solugdes padroes de 0°h@J0 pug %, 4,5 ug 2, 7,0 pg L, 9,5
ug L e 12,0 ug i de As pipetando exatamente O pL, 100 puL, 225 B0,18., 475 pL
e 600 pL da solucdo padrdo de adicdo de arsénicOf\ang LY (Item 6.2.1) e
transferindo para baldes volumétrico calibrado2%60 mL. Acrescentar em cada baldo
2 mL da Solucédo de éacido cloridrico 50% (v/v) (itém.2) e 3,75 mL da Solucao
Composta de iodeto de potéassio Kl (5% m/v) e aestmorbico (5% m/v) (item 6.1.4)
Deixar reagir pelo mesmo tempo das amostras 30#60tos. Completar o volume do

baldo com agua ultrapura.
6.3 — Digestdo das amostras

6.3.1 —Cominuir as amostras previamente e passar emrpateeD,25 mm.



6.3.2 -Medir, em Erlenmeyer de 125 mL, a massa de 1,00@O0X0 g de cada amostra
a ser analisada. Para amostras de racdo e de poegdirico medir em cadinho de

borosilicato a massa de 5,0000 + 0,0500 g.

6.3.3 —Medir a massa de 1,0000 = 0,0100 g de um matdeiakferéncia certificado,
material de referéncia ou de amostra naturalmesmeminada para servir de controle
interno. Nao existindo essas opgoes esse passapodesconsiderado. Caso o material

seja amostra de racao ou premix organico a massasee de 5,0000 £ 0,0500 g.

6.3.4 — Medir 1,0000 + 0,0100 g de duas amostras da matdnca de maior
representatividade da batelada disponivel. Umawtidizzada como branco e a outra sera
fortificada para estimar a recuperacao da batel@aso o material seja amostra de racéo

ou premix organico a massa deve ser de 5,0000200.9.

6.3.5 —A recuperacado devera ser estimada em um dositréis monforme descrito no
POP/LEI/PL/009. Verificar qual o nivel avaliado rass bateladas anteriores e utilizar
um nivel diferente. As aliquotas da solugéo 6.2 th ser adicionadas em acordo com

0 Quadro 1.



Quadro 1 —Valores das aliquotas para adigdo na recuperacamgpadliferentes niveis

Nivel Inferior Nivel Intermediario Nivel Alto
Matriz Analito Concentracag Aliquota | Concentracdg Aliquota | Concentracdg Aliquota

(mg kg (mL) (mg kg") (mL) (mg kg (mL)
Fosfatos e algas Marinhas As 2 0,2 10 1 15 1,5
Calcérios, carbonato de calcio, carbon
de calcio e magnésio e conchas marin As 3 0,3 15 1,5 22,5 2,25
calcéarias
OXIdO, .de Magnésio, carbonato As 6 06 20 5 30 3
magnésio
Sulfato de Cobre penta-hidratag
carbonato de cobre, cloreto e tricloreto As 10 1 50 5 75 7,5
dicobre, carbonato de ferro
Oxido d zinco, oxido de manganés e 0x As 20 5 100 10 150 15
de cobre
Premix As 2,4 0,24 12 1,2 18 1,8
Racao As 0,4 0,2 2 1 3 15




6.3.5 —Adicionar em cada Erlenmeyer 1,0 mL de solucéaittato de magnésio 50%,
para as amostras que foram medidas em 5,0 graméasad 4,0 mL de solucao de nitrato

de magnésio 50%.

6.3.6 —Para as amostras em erlenmeyer adicionar 20 nsbldedo de acido cloridrico

50% (v/v) e aquecer as amostras em chapa por 860

6.3.7 —Para as amostras de racao e premix organico,ragixahapa até queima e apos
isso levar em mufla a 550°C por 10-16 horas. Rasfté temperatura ambiente.

Adicionar 20 mL de solug&o de acido cloridrico 5@9%).

6.3.8 —Filtrar o digerido para baldo volumétrico de 1Q0rAL e avolumar com agua

ultrapura.

6.3.9 —Em um tubo de 15,0 mL adicionar 2 mL de solucaédaiéo cloridrico 50% (v/v)
e 1,5 mL de solucdo Composta de iodeto de pot&$gks m/v) e acido ascorbico (5%

m/v). Adiconar uma aliquota da amostra digeriddamme quadro 2 e deixar digerir por

30-60 min.
Quadro 2 — Aliguotas pata reacao
Matriz Aliquota (uL)

Fosfatos e algas Marinhas 1000
Calcérios, ca_rbonato dg c_élcio, carbonato de céla@gnésio ¢ 667
conchas marinhas calcarias

Oxido de Magnésio, carbonato de magnésio 500
S_ulfato de Co_bre penta-hidratado, carbonato deecaloreto € 200
tricloreto de dicobre, carbonato de ferro

Oxido de zinco, oxido de manganés e Oxido de cobre 100
Premix 1000

Racgéo 1000




6.3.10 —Avolumar para 10 mL e realizar a leitura.

6.4 — Deteccao e quantificacao

6.4.1 -Otimizar o espectrometro de absorcéo atdmica coedT/LEI/PL/0015. Ajustar
o sistema de injecdo em fluxo com as solucbes dehlalveto de sodio e de acido

cloridrico 10% 9v/v).

6.4.2 —Na opcao de edicdo de métodos, programas a apatiadeitura de absorbancia

de arsénio de acordo com o0s seguintes itens:

Espectrémetro:

* Wavelength =193,7 nm

e Slitwidth =2,7 mm

Sinal:

* Measurement = Peak Height

* Smoothing = 19 points

Parametros de leitura:

Time: 15 s

Delay time = Os

BOCtime=2s

Replicatas = 3

Operagéo:

e Cell temperatura =900 °C



* Sample volume = 500 pL
* Fluxo de gas: 80 mL/min

» Verificar o desempenho do equipamento a partiredarchinacao da absorbancia

do primeiro ponto da curva conforme IT/LEI/PL/030.

6.4.3 —Fazer a leitura de absorbancia do branco analiice pontos da curva e das
amostras de forma aleato6ria. A curva analitica devédida, aleatoriamente, trés vezes ao

longo da andlise.

6.4.4 —Se necessario fazer diluicdo das amostras eaealiwa leitura. As replicatas de
leitura ndo devem ter RSD superior a 10%. Casodssga repetir a leitura. Persistindo
a variacao o responsavel pelo setor deve avalaicEmente quanto a liberacdo do

resultado.

6.5 Pontos criticos

6.5.1Anotar o peso exato da amostra que sera utilizad@lculo das concentracdes dos

analitos;

6.5.2 Transferéncia quantitativa das amostras nasdiés, para ndo ocorrer perdas no

processo de transferéncia e consequentemente ma@asio erro na analise;

6.5.3 Preparacdo de solucdes padrbes, utiizando mpetgs calibradas, balbes

volumétricos calibrados e padrdes certificados.

6.5.4Verificar sempre antes da andlise o estado dasleadtilizados, caso apresentem

trincas nao utilizar.

6.5.5 Realizar sempre, antes da analise, a checagebsdebancia de P1.

6.5.6Verificar se as lentes da célula de quartzo estéuak.



6.5.7N&o ultrapassar o limite de 60 min nas etapasgisidio e reacao.

7.0 Resultados
7.1 Critérios de aceitabilidade dos resultados

» Coeficiente de determinagédo?jRla curva de calibrag&o: > 0,995.

* Recuperacao € de 80 a 110%, conforme POP/LEI/PL/011

» Residuos dos pontos da curva de calibragdo n&upgeriores a 10%.

e O valor encontrado para a amostra naturalmenteaconada, MR ou MRC
utilizada estar dentro do valor real da amostragsetenais ou menos a sua

incerteza.
7.2 Céalculo dos resultados

Transcrever os dados de absorbancia integradaceroacao das solugdes padréo de uso
e das amostras na planilha PLN/LEI/PL/0O01. Avabaresultado do coeficiente de
correlagdo (R da curva de calibragéo e o teste de residuo® (G esteja dentro do
aceitavel (R> 0,995) ou os residuos diferirem de 10% do valedido, repetir a leitura
da curva de calibracdo utilizando os mesmos padrdss ainda assim o problema n&o
for resolvido preparar novos padrdes para consirdeauma nova curva de calibracéo.
Repetir as leituras das amostras com a nova cGeeaestiver adequado, terminar o

preenchimento da planilha.

A planilha ajusta os dados pelo Método dos MiniQuadrados Ordinarios (MMQO) ou
Ponderados (MMQP) conforme os dados sejam hometeudtedasticos, calcula o fator
de recuperacédo do dia (caso o resultado de re@fmerdio esteja dentro do aceitavel,
entre 80 a 110%, deve-se repetir a andlise, obsdoveriteriosamente o método e os
pontos criticos) e corrige os célculos de acordn eoporcentagem de recuperacao do

dia; para resultados menores que o limite de dicagéo emite-se o resultado NQ (n&o



guantificado). Além destes parametros a planilHauta o valor de incerteza padrao
associado ao resultado da analise através da ajeondap-down (conforme descrito no
POP/LEI/PL/011) e o valor de incerteza maximo aeeit de acordo com o

POP/LEI/PL/011.

Os resultados sao calculados mediante correcdcadsante amostra e da porcentagem
de recuperacao através da planilha PLN/LEI/PL/OCdneados na PLN/LEI/PL/009, e
em seguida langcados no sistema eletronico LIMS.

Os parametros de desempenho do método estdo dpoesemo relatério de

validacdo. Alguns desses parametros, estdo apaessnio quadro 3.

Quadro 3 —Parametros e incertezas para o0 método de detedoinacCd e Pb

alimentos para animais

Fosfato | Carbonatp ZnO CuSQ MgO Premix Racao

LD (mg kg?) 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36

LQ (mg kg?) 2,00 3,00 50,00 10,00 6,00 2,00 0,40




