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RESUMO

Nesse trabalho, utilizando amostras de sangue animal, foram feitas otimizacdes e
validacdes de dois métodos analiticos em duas técnicas instrumentais, o Analisador
Direto de Mercurio (DMA) e a Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X por
Reflexdo Total (TXRF). Os metais e os metaloides determinados por TXRF foram

arsénio, crémio, niquel e selénio.

Os parametros avaliados na validagao por DMA foram linearidade, limites de detecc¢éo
(LD) e de quantificacdo (LQ), repetibilidade, precisdo intermediaria, exatiddo e
robustez. Os parametros foram os mesmos para a validacdo por TXRF, exceto a

linearidade.

O LQ para mercurio no DMA foi de 0,054 ng. Ja para o arsénio, o LQ foi 0,51 pg/L,
para cromio 1,03 pg/L, niquel 0,68 pg/L e selénio 0,32 pg/L. Para todos os metais
citados, as recuperacdes medias para repetibilidade e para precisdo intermediaria
satisfizeram o intervalo de aceitacdo de 80% a 120%. A exatiddo dos métodos foi
avaliada a partir dos resultados de porcentagem de recuperacao obtidos nas etapas

de repetibilidade e de preciséo intermediaria.

Em relacdo a robustez, o Unico parametro que sofreu alteracdo significativa para
mercurio foi o tempo de atomizag&o. Para arsénio, foram significativas as alteracdes
feitas nos tempos entre preparo e leitura da amostra, e de secagem. Para cromio, ndo
houve alteracéo significativa. Para niquel e selénio, apenas o tempo entre o preparo

e a leitura da amostra foi significativo.

Palavras-chave: validacédo, metais, sangue, DMA, TXRF.



ABSTRACT

In this work, the selection of animal blood were performed optimizations and
validations of two analytical methods in two instrumental techniques, the Direct
Mercury Analyzer (DMA) and the Total Reflection X-Ray Fluorescence Spectrometry
(TXRF). The metals determined by TXRF were metals, chromium, metals and

selenium.

The parameters of linear quantification, estimation in the validation by DMA were
obtained by DMA, repeatability, precision, precision, and robustness. The parameters

were the same for validation by TXRF, except for linearity.

The LQ for mercury was 0.054 ng. As for arsenic, the LQ was 0.51 ug/L, for chromium
1.03 pg/L, elaborated 0.68 pg/L and selenium 0.32 pg/L. For all metals cited, such as
medium recoveries and for precision that satisfy the 80% to 120% durability range. The
precision of the methods was obtained from the results of repeatability and precision

obtained.

Regarding the only robust change change, change for atomization time change. For
arsenic, the changes made in the times between preparation and drying reading were
significant. For chromium, there was no significant change. o Time and selenium, only

the time between sample preparation and reading was significant.

Keywords: validation, metals, blood, DMA, TXRF.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de métodos analiticos contribui para a inovacao da ciéncia. I1sso
porque um método novo muitas vezes busca otimizar o tempo de analise, reduzir
gastos financeiros e considerar as questdes ambientais. Além disso, busca ampliar as
possibilidades disponiveis para analise de amostras que requerem condicbes mais
especificas, como, por exemplo, grande complexidade da matriz e/ou pequena
guantidade disponivel para analise. Por isso, a busca por inovagdo deve ser
incentivada tanto no ambiente académico quanto nas industrias e nos laboratorios de

empresas.

Analises quimicas sdo realizadas em diferentes contextos e em algumas situacoes,
onde a quantidade de amostra é muito pequena, métodos de microandlise séo
requeridos. Neste contexto destaca-se a andlise de materiais biologicos (sangue,
soro, leite, pelos, penas e outros) de animais de pequeno porte. Isso porque o limite
maximo permitido para coleta é proporcional & massa corporal do animal. Essas

andlises sdo importantes em casos de avaliagdo de impacto ambiental.

No Brasil, a atividade de mineracdo se mostra ativa e crescente com o passar dos
anos. No ano de 2021, por exemplo, essa atividade representou aproximadamente
5% do valor do PIB nacional (MENDONCA, 2021). Essa pratica causa diversos
impactos ambientais, principalmente quando h& falha em sua administracdo. Como
exemplo, podem ser citados os rompimentos de duas barragens de rejeitos, ambas
em Minas Gerais (a primeira na cidade de Mariana, em 2015 e a segunda na de
Brumadinho, em 2019). Além dos impactos ambientais, esses dois acontecimentos
trouxeram inimeras consequéncias para a sociedade e, principalmente, para os

moradores das regides atingidas.

De acordo com Salabert (2014), as principais vias de intoxicacdo de animais silvestres
sdo a oral, nasal e por via dérmica. Ao ingerir agua e alimentos contaminados,
principalmente com metais toxicos que podem ser acumulados nos tecidos, 0s
animais podem ficar doentes. Desta forma, a determinacdo de metais e metaloides
em amostras obtidas a partir de animais exposto € fundamental para avaliar o impacto

e buscar medidas corretivas.
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A literatura discute acerca de diversas técnicas analiticas instrumentais utilizadas para
determinacdo de metais e metaloides em matrizes biolégicas, como as
Espectrometrias de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS), de
Absorgdo Atdmica com forno de grafite (GFAAS) e de Absorcdo Atdbmica com Geragao
de Vapor a Frio. Entretanto, h& outras técnicas que podem ser utilizadas como a
espectrometria de fluorescéncia de raios-X por reflexao total (TXRF) e o analisador
direto de mercurio (DMA) que requerem quantidades minimas de amostra e sdo
menos susceptiveis a efeitos de matriz, possibilitando a analise apds procedimentos

simples de diluicdo da amostra.

Para que um método possa ser implementado no laboratorio, torna-se necessaria a
sua validagdo. A validacdo de métodos analiticos € um procedimento que visa
demonstrar e comprovar que determinado método é adequado e eficiente para o que
se propde em uma rotina de laboratério. Para isso, € preciso que o método seja exato,
preciso, estavel, reprodutivel e robusto diante de pequenas variagdes nos parametros
de analise. Dessa forma, o resultado produzido pelo método deve ser compativel com

o estabelecido pelos materiais de referéncia, se for o caso (MELO, 2020).

Para que um método seja validado, diversos experimentos sdo realizados em
laboratorio considerando parametros como seletividade/efeito de matriz, linearidade,
recuperacao/veracidade, repetibilidade, precisdo intermediaria, reprodutibilidade,
limite de deteccéo, limite de quantificacdo e robustez. Ao considerar todos esses
parametros, a validacdo pode ser vista como um procedimento complexo. Nao
obstante, ao se tratar de amostras em pequenas quantidades, validar um método

torna-se uma tarefa desafiadora.

Nesse sentido, esse trabalho teve como objetivo desenvolver e validar métodos
analiticos para quantificacdo de metais em pequenas quantidades de amostra
(sangue) empregando as técnicas DMA para Hg e TXRF para arsénio, cromio, niquel
e selénio. Ambas sdo consideradas técnicas verdes. Amostras de sangue animal
foram escolhidas visando auxiliar anélises que tém como principal objetivo avaliar a
intoxicacdo por metais toxicos sofrida pela fauna apds a ocorréncia de desastres

ambientais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Marcos na protegao ambiental

A partir da Revolucédo Industrial, 0 mundo passou a ter necessidades diferentes e a
exploracdo de recursos naturais foi intensificada. A situacao se tornou critica uma vez
gque a qualidade do meio ambiente ndo era vista como prioridade pelos envolvidos nos
processos exploratorios (POTT; ESTRELA, 2017).

A disposicao de rejeitos industriais feita de maneira incorreta e o vazamento acidental
de determinadas substancias quimicas geraram contaminac¢des no ar, no solo e nas
aguas. Além disso, a periculosidade das substancias quimicas utilizadas muitas vezes
ndo era de conhecimento cientifico, tampouco da populacdo em geral. Um exemplo
de substancia que era utilizada até a década de 70 em muitos paises, inclusive no
Brasil e que hoje é de uso proibido é o diclorodifeniltricloroetano, mais conhecido como
DDT. Essa substancia era utilizada como inseticida, mas posteriormente foi
reconhecida como carcinogénico (DAMATO et al., 2002).

Acontecimentos como 0s supramencionados despertaram a atencdo dos
governantes, da comunidade cientifica e da sociedade, e fez com que surgissem
discussbes acerca da contaminacdo ambiental. Percebeu-se, entdo, a necessidade
de proteger o meio ambiente de maneira que o desenvolvimento tecnoldégico pudesse

acontecer de forma harmoniosa com a natureza.

A nivel global, existem diversos documentos que tratam sobre o equilibrio entre
avanco tecnolégico e meio ambiente. A Declaracdo da Conferéncia da Organizacdo
das Nacodes Unidas (ONU) sobre o Meio Ambiente foi promulgada em Estocolmo, no
ano de 1972. Esse documento foi a primeira grande conferéncia marco na area
ambiental. Ainda em 1972, a ONU criou o Programa das Nac¢des Unidas para o Meio
Ambiente (ONU, 2020).

O ano de 1992 foi marcado pela realizacdo da Conferéncia nas Nagdes Unidas sobre
0 Meio Ambiente e o Desenvolvimento, no Rio de Janeiro. Nesse evento, que ficou
conhecido como Rio 92, discutiu-se sobre a Agenda 21, documento que trata da

protecdo do planeta Terra e de seu desenvolvimento sustentavel (ONU, 2020).



15

Em 2002, ocorreu a Rio+10 em Joanesburgo, na Africa do Sul. Dez anos depois, a
Rio+20 acontecia no Rio de Janeiro, novamente. Por fim, em 2015, a Cupula de
Desenvolvimento Sustentavel marcava a cidade de Nova York. Nesse ultimo encontro,
0s paises firmaram um acordo denominado Agenda 2030. Esse documento prevé 17
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel, dentre eles os “cidades e comunidades
sustentaveis” e “consumo e produgao responsaveis”, que devem ser cumpridos até o
ano de 2030 (ONU, 2020).

Ja a nivel nacional, no dia 31 de agosto de 1981 foi promulgada a lei federal n°® 6.938,
gue instituiu a Politica Nacional do Meio Ambiente (PNMA). Essa lei estabelece, em
seu artigo 1°, que o objetivo da PNMA é preservar, melhorar e recuperar a qualidade

ambiental propicia a vida, e visa assegurar condicdes de desenvolvimento

socioecondmico de maneira sustentavel ambientalmente.

A Constituicdo Federal de 1988 aborda sobre o meio ambiente em seu texto. O seu
artigo 225 diz que: “Todos tém o direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado,
bem de uso comum do povo e essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao
Poder Publico e a coletividade o dever de defendé-lo e preserva-lo para as presentes
e futuras geragdes”. Pode-se concluir que a responsabilidade ambiental ndo cabe

apenas ao Estado, mas também a sociedade em geral.

Outra lei que merece destaque a nivel nacional é a de n°® 9.605, de 12 de fevereiro de
1998, mais conhecida como Lei de Crimes Ambientais. Ela dispbe sobre as sanc¢des
penais e administrativas derivadas de condutas e atividades lesivas ao meio ambiente
e da outras providéncias (BRASIL, 1998).

Nota-se que 0 nosso ordenamento juridico possui instrumentos que normatizam e
controlam as atividades que impactam o meio ambiente no territério brasileiro.
Entretanto, a fiscalizacdo dessas atividades é defasada, sendo um dos fatores que

pode explicar a ocorréncia de desastres ambientais no Brasil.

2.2 Desastres ambientais no Brasil

Nos ultimos anos, ocorreram varios desastres ambientais no Brasil. Os maiores e mais

impactantes foram envolvendo barragens de rejeitos do processo de beneficiamento
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do minério de ferro. Esses desastres foram frutos do descaso e da irresponsabilidade

com a disposi¢cado adequada, eficaz e segura de rejeitos da industria de mineracgéo.

Uma das maneiras de armazenar os rejeitos oriundos do beneficiamento do minério é
utilizando barragens. As barragens podem ser construidas utilizando os métodos a
jusante, de linha de centro ou a montante. O método a montante € 0 menos seguro
entre os mencionados, todavia é o mais utilizado por ter menor custo financeiro. Isso
porque os degraus da barragem sao formados pelos proprios rejeitos a partir de um
dique de partida, dispensando a construcdo de estruturas da engenhara civil
(SANTOS et al., 2021). As barragens que armazenavam rejeitos de mineracao e se
romperam nas cidades de Mariana e Brumadinho foram construidas pelo método a
montante. A Figura 1 a seguir ilustra de forma simplificada como é a barragem a

montante e traz as denominacdes de suas partes.

Praia de rejeitos

Linha
do rejeitoduto

Agua livre
acumulada

Dique de partida

Rejeitos

Figura 1: Estrutura simplificada de uma barragem construida utilizando o método a
montante.

Fonte: ESTEVES; ANDRADE, 2022.

No dia 5 de novembro de 2015, em Mariana, Minas Gerais, ocorreu o maior deles em
relagdo aos impactos ambientais. O rompimento de uma barragem sob
responsabilidade das empresas Samarco, Vale do Rio Doce e BHP Billiton atingiu o
Rio Doce e espalhou cerca de 50 milhdes de metros cubicos de lama pelo curso desse
rio. Nao obstante, atingiu outros dois rios, o0 Gualaxo do Norte e o Carmo, totalizando
aproximadamente 15 km? de impacto direto nos trés rios citados. Apés 17 dias de
escoamento da lama, o Oceano Atlantico também foi atingido (DIAS et al., 2015).

Além disso, 19 pessoas tiveram suas vidas ceifadas e 329 ficaram desabrigadas em
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razéo do desastre de Mariana. A vila denominada Bento Rodrigues ficou soterrada em

praticamente sua totalidade.

Mais recentemente, em Brumadinho, Minas Gerais, no dia 25 de janeiro de 2019, a
historia se repetiu: houve o rompimento da barragem B1, também de responsabilidade
da empresa Vale do Rio Doce. Dessa vez, o desastre ambiental foi considerado o
maior do Brasil em relacdo a quantidade de vidas humanas perdidas. Ao todo, foram
270 Obitos, estando 6 pessoas ainda desaparecidas até a data de hoje (23/02/2022)
de acordo com as atualiza¢des publicadas no site da Policia Civil de Minas Gerais e
pelo Corpo de Bombeiros Militar de Minas Gerais. Do total, 130 pessoas eram
funcionarias da mineradora Vale do Rio Doce (SILVA et al., 2018). A barragem
rompida era capaz de armazenar 12 milhBes de metros cubicos de rejeitos
(FELICIANO; PASQUALETO, 2019).

Em 2010, cinco anos antes do rompimento ocorrido em Mariana e nove do de
Brumadinho, foi instituida no Brasil a Politica Nacional de Seguranca de Barragem
(PNSB). Esse documento estabelece, por exemplo, instrumentos para a gestdo do
risco de rompimento de barragem, as competéncias dos 6rgdos fiscalizadores, as
infraces e as responsabilidades dos envolvidos. Além do mais, ele dispde sobre
barragens que objetivem acumular agua para quaisquer usos, residuos industriais, e

servir como disposi¢ao final ou temporaria de rejeitos (BRASIL, 2010).

Hoje, apds a ocorréncia de dois grandes desastres ambientais envolvendo barragens
de rejeitos, a PNSB permanece ineficiente. Tal fato elucida que nao é suficiente a
existéncia de diversos documentos que regularizem o uso de barragens e que, até
mesmo, criminalizam determinados atos contra 0 meio ambiente, se ndo houver
fiscalizagcédo efetiva antes do ato e, quando preciso, a devida reparacdo dos danos

causados por ele e a punicéao severa.

Os dois acontecimentos citados acima atingiram diretamente a fauna e a flora dos
locais por onde a lama passou, causando a morte de diversos animais e a destruicao
da vegetacdo nativa, além de contaminar o solo, as 4guas e o ar. Esses desastres
modificaram os ecossistemas das regides, além de impactarem a fonte de renda das

populagdes ribeirinhas e alterarem a paisagem da regido.
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A lama de rejeitos quando seca torna o solo impermeavel e destr6i os componentes
organicos da terra, além de diminuir a quantidade de nutrientes disponivel e reduzir o
pH, o0 que torna o solo acido e inapropriado para o cultivo agricola, por exemplo. Para
gue um solo &cido seja utilizado para plantagfes, € necessario que ele passe pelo
processo denominado calagem. Esse processo objetiva eliminar a acidez do solo
(SANTIAGO et al., 2022). Mas, no caso de o solo ter sido contaminado por metais
toxicos, ele se torna inapropriado para atividades agricolas devido a uma possivel

intoxicacao alimentar daqueles que consumirem os alimentos ali cultivados.

Apébs os rompimentos das barragens, o ar atmosférico das regides atingidas pela lama
sofreu alteragdes. Estudos apontam que as particulas em suspenséao, formadas a
partir da lama seca, sdo de tamanho inferior a 10 nm. Particulas desse tamanho séo
capazes de penetrar nos alvéolos pulmonares e na corrente sanguinea. As
consequéncias desse fato sdo a diminui¢édo da atividade mucociliar e dos macréfagos,
a irritacdo nas vias respiratérias, o estresse oxidativo e a inflamacéo pulmonar e
sistémica. A exposicdo cronica pode ser, até mesmo, cancerigena (ARBEX et al.,
2012).

Ao atingir as aguas dos rios, a lama, composta principalmente por ferro e aluminio,
ocasionou a morte de inUmeras espécies aquaticas. I1sso porque a presenca da lama
no rio causa diminuicdo do oxigénio disponivel na agua para 0s animais aquaticos.
Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA), cerca de onze toneladas de peixes morreram em decorréncia do
acontecimento em Mariana, além de atingir os bercarios de caranguejos e de peixes
situados no estado do Espirito Santo (REDACAO, 2015).

O artigo 53 da lei de n°® 9.605/1998 diz que havera aumento de pena de La Lse o fato
6 3

resultar diminuicdo de aguas naturais, a erosdo do solo ou a modificacdo do regime
climatico. Além disso, o seu artigo 54 diz que é crime causar poluicdo de qualquer
natureza que resulte ou possa resultar danos a sautde humana ou que provoguem a

destruicao significativa da flora ou a mortandade de animais (BRASIL, 1998).

A flora também foi atingida pela lama de rejeitos. Como exemplo, podem ser citadas
as sementes que estariam em fase de queda para que pudessem ser germinadas e,

assim, houvesse reproducdo de determinada espécie de planta. Além do mais,
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diversas arvores foram arrancadas da terra e arrastadas por quildmetros de distancia,
levando consigo suas flores e seus frutos. Isso impacta na reproducao dessas arvores
e contribui para a reducao da biodiversidade. Vale ressaltar que o artigo 53 da lei de
n° 9.605/1998 estabelece o aumento da pena se o crime ambiental € cometido no

periodo de queda de sementes ou no de formacao de vegetacdo (BRASIL, 1998).

Além da fauna aquética, a silvestre também foi bastante impactada. Os animais
silvestres bebem as aguas dos rios e se alimentam de plantas e de outros animais
gue também dependem dessas aguas para sobreviverem. Dessa forma, a ingestéao
de 4gua contaminada acarretara a intoxicacdo de todas as espécies que dela fazem

uso.

Um fenbmeno observado apds a ocorréncia de desastres ambientais dessa natureza
€ a migracdo de espécies animais. As aves que perderam seus ninhos, por exemplo,
irdo migrar para outra regido a fim de reconstrui-lo. Os animais que sobreviveram apos
0 escoamento da lama também irdo migrar para um local em busca pela
sobrevivéncia. Essas migracdes podem causar desequilibrio ecoldgico no local de
destino. Isso porque, nesses locais, havera espécies que ali vivem em harmonia e
sera iniciada uma disputa por alimentos e por espaco apds a chegada dos novos

habitantes, o que causa desarmonia do ecossistema.

Vale ressaltar o artigo 29 da lei de n° 9.605/1998 formaliza como crime aquela
atividade que modifica, danifica ou destréi ninho, abrigo ou criadouro natural, e o 53
dispbe que hd aumento na pena se o crime for cometido contra espécies raras ou
ameacadas de extin¢cdo, ainda que a ameaca ocorra apenas no local da infracédo
(BRASIL, 1998).

ApOs serem atingidos pela lama, os animais precisardo de tratamento adequado. Mas,
existem metais toxicos nela presentes que ndo sao expelidos pelo organismo do
animal (e nem pelo do humano) ou que sdo eliminados com bastante dificuldade. As
consequéncias desse fato dependem da natureza do metal que foi absorvido, da

guantidade ingerida e do tempo de exposicéo a ele.

Tendo em vista as legislagfes vigentes no ordenamento juridico brasileiro acerca de

crimes ambientais e seus impactos sobre a fauna, torna-se necesséria a andlise
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toxicologica por metais pesados dos animais que tiveram contato com a lama, tendo

sobrevivido ou ndo. Essa andlise ira auxiliar na materializacéo do ato criminoso.
2.3 Metais toxicos e a contaminacdo animal

Os animais podem sofrer contaminacdo por metais toxicos de diversas maneiras.
Como exemplo, podem ser citadas a ingestdo de agua, gramineas, vegetais e outros
alimentos contaminados, além do contato com rejeitos de atividades relacionadas a

mineracao.

De maneira geral, a intoxicacdo por metais toxicos em animais pode causar piora
repentina em seu estado de saude, vomitos, fraqueza muscular, alteracdo nas fezes
guanto a coloracdo e a consisténcia, falta de apetite e, até mesmo, convulsdes
(SALABERT, 2014).

Além disso, 0s metais toxicos prejudicam a reproducdo dos animais. I1sso porque eles
interferem na atividade das glandulas enddcrinas e, consequentemente, na producéo
de hormdnios fundamentais para tal processo, como o hormdnio foliculo estimulante,

o luteinizante, o do crescimento e o tireotrofico (COSTA et al., 2020).

Para esse trabalho, os metais selecionados para serem abordados na revisédo
bibliografica foram arsénio, cadmio, chumbo, crémio, mercurio e niquel devido a
relevancia toxica de cada um e a viabilidade de alguns deles serem determinados

pelas técnicas analiticas instrumentais escolhidas.
2.3.1 Arsénio

O arsénio (As) é um metaloide que pode ser encontrado nas formas organica e
inorganica, como cations As3* ou As®*, sendo o trivalente a forma com maior potencial

de intoxicag&do para humanos e animais.

Quimicamente, o arsénio é semelhante ao fésforo em alguns aspectos. Ambos
possuem, por exemplo, 5 elétrons na camada de valéncia e, por isso, pertencem a
familia 15 da tabela periddica. Vale ressaltar que os elementos quimicos que
pertencem a mesma familia possuem, além da mesma configuracao de elétrons na

camada de valéncia, propriedades quimicas e fisicas semelhantes. Devido a essas
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similaridades, estudos mostram a possibilidade de o arsénio substituir o atomo de

fésforo no grupo fosfato de uma molécula de DNA (PATRA et al., 2004).

Um dos sintomas de intoxicagdo por arsénio em animais é a intensa diarreia, que
causa desidratacdo. Além disso, 0 animal intoxicado apresenta Ulcera,
avermelhamento da mucosa intestinal e hemorragia em membranas (GONCALVES,
2015).

As principais fontes de contaminagéo do solo por arsénio sdo os residuos da industria
cimenteira e da queima de combustiveis fésseis. Além disso, os fertilizantes

fosfatados também séo fontes de contaminacdo (CAMPOS, 2022).
2.3.2 Cadmio

O cadmio (Cd) é um elemento quimico localizado na familia 12 da tabela periddica,
pertencendo ao grupo dos metais de transicdo. Ele possui vida biolégica longa e é

excretado lentamente pelo organismo humano.

A contaminacdo dos solos por Cd se da, principalmente, pela mineracéo, poluicédo
atmosférica, queima de combustiveis fésseis e pelas industrias metallrgicas.
Consequentemente, o animal que se alimenta de frutas e vegetais presentes no solo
contaminado sera intoxicado. O principal sintoma originado pela intoxica¢do por esse
metal sdo distarbios gastrointestinais (MATTHEWS, 1984).

2.3.3 Chumbo

O chumbo (Pb) é um metal que se encontra no grupo 14 da tabela periodica e é
encontrado no estado sélido a temperatura ambiente.

Ele apresenta alta periculosidade para o sistema nervoso, para os rins e para a medula
O0ssea. Além disso, ele altera a estabilidade da cromatina e interfere nos processos
genéticos do cromossomo, o que pode potencializar a reproducdo desordenada de
células no organismo e gerar um cancer (CAMPOS, 2022).

De maneira geral, a exposicédo ao chumbo pode causar disfun¢cdes no sistema nervoso
central e no periférico, elevacdo da pressao sanguinea, anemia, insuficiéncia renal,

gota, infertilidade masculina e disturbios neurologicos na prole. A intoxicagdo por



22

chumbo em criancas afeta o sistema nervoso central, e em adultos desencadeia

neuropatia periférica e hipertensao (COLASSO, 2020).
2.3.4 Cromio

O crémio é um metal de transi¢do pertencente a familia 6 da tabela periddica e pode
se apresentar nas formas Cr*?, Cr*3, ou Cr*®, Ele pode ser encontrado naturalmente
em rochas, poeiras, carnes, cereais e no solo, além de ser amplamente utilizado pela

industria, principalmente como tratamento anticorrosivo (CHEIS, 2013).

Em sua valéncia +3, o cromio é essencial ao organismo humano. Ja na valéncia +6,
a sua forma mais sollvel, esse metal se torna téxico, carcinogénico e mutagénico. A
inalacdo do Cr*® pode causar irritacdo nas vias respiratérias. Vale destacar que essa

forma é resultante de processos industriais pelos quais passam o Cr*3 (CHEIS, 2013).
2.3.5 Mercurio

O mercurio (Hg), metal que pode ser encontrado em sua forma elementar (Hg®) ou
como cétions (Hg22*), estd presente no meio ambiente como consequéncia de

processos naturais ou pela acdo antropica.

O mercurio é toxico para 0 organismo tanto em sua forma inorganica quanto na forma
organica. Quando o mercdrio entra em contato com o meio aquatico, por exemplo, ele
sofre oxidagdo e, a partir disso, é originada uma substancia quimica denominada
metilmercario. Essa substancia € biotdxica, bioacumulavel, carcinogénica,
mutagénica, teratogénica e bastante suscetivel a acumular-se ao longo da cadeia
alimentar, até atingir o homem (VIEIRA; ALHO, 2000).

A intoxicagdo aguda por mercurio elementar pode causar fraqueza, nauseas, vomito,
diarreia e tosse, podendo evoluir para uma disfuncéo respiratoria grave. A intoxicacao
por sua forma elementar causa bronquite, hiper excitabilidade e lesdes nos rins. As
formas Hg* e Hg?* podem acarretar faléncia renal, inflamagdo da mucosa
gastrointestinal e visdo obscurecida. JA o metilmercario produz efeitos como

constricdo do campo visual, surdez, tremores, coma e morte (COLASSO, 2020).
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Além disso, estudos mostram que o mercurio causa danos aos Cromossomos € ao
DNA, além de atingir o sistema nervoso. Dessa forma, o mercurio € um metal bastante

prejudicial & saude.
2.3.6 Niguel

O niquel (Ni) esta localizado na familia 10 da tabela periddica e pode se apresentar
nos estados de oxidacdo Ni?, Ni*t, Ni*2, Ni*3 e Ni*4, sendo que a +2 prevalece sob
condi¢cdes ambientais. Ele est4 presente no solo, na 4gua e no ar em concentragdes

traco.

A literatura relata diversas consequéncias da intoxicacao por niquel, como dermatite
alérgica e aumento da incidéncia de cancer pulmonar naqueles individuos que ficaram

expostos ao niquel por tempo prolongado (PAVESI, 2020).

2.4 Matrizes utilizadas para avaliar intoxicagc&do animal

Um animal com suspeita de intoxicacdo apos ingerir algum material contaminado,
como por exemplo pilha, tinta, racdo ou até mesmo rejeitos da industria mineradora
apo0s a ocorréncia de um desastre ambiental, deve ser submetido a exames
toxicolégicos. Em caso de comprovada a intoxicacdo, esse resultado podera
materializar um crime e até auxiliar na mensuragao da extensao da gravidade do ato.
Para isso, em caso de animais mortos, amostras de visceras como figado, rins e
intestino podem ser utilizadas na andlise. Isso se deve ao fato de a maior parte das
substancias toxicas se acumularem nesses 6rgaos. Quando se trata de analise de
animais vivos, amostras de pelos, penas, fezes, urina, leite e sangue sao utilizadas

nas analises toxicoldgicas.

O pelo, assim como o cabelo, € uma matriz composta majoritariamente pela proteina
gueratina, havendo também uma parcela de agua, lipidios e sais minerais (BORDIN et
al., 2015). E utilizado em analises forenses que busquem investigar intoxicacio
ocorrida ha pelo menos algumas semanas. Isso porque € necessario que o pelo
cresca para que a substancia toxica seja externalizada do organismo. Vale ressaltar
gue essas substancias sao incorporadas nos pelos de maneira progressiva. Por isso,
o tempo de intoxicacéo esta relacionado ao segmento no qual a substancia estiver

concentrada, sendo 0 mais recente na regiao basal e o mais antigo nas pontas.
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As penas sdo compostas pelas seguintes estruturas: calamo (parte do tubo
transparente central mergulhado na pele), raque (continuagéo do calamo para fora da
pele), barbas (ramificacbes que saem da raque) e barbelas (ramificacdes das barbas).
Elas servem para cobrir o corpo da ave, facilitar o voo, conservar calor no corpo da
ave e até mesmo para camuflar o animal de seus predadores. Em relacdo ao uso com
objetivos forenses, as penas possuem finalidades semelhantes as dos pelos e dos
cabelos, como analisar a exposi¢cao cronica do animal a determinada substancia
toxica (BIOCIENCIAS, 2022). Dessa forma, pelos e penas sdo amostras indicadas

para avaliacdo de contaminacdo cronica.

Outra matriz indicada para analises toxicologicas séo as fezes por serem o resultado
do processo de digestao de alimentos e bebidas, sendo indicadas para avaliacao de
contaminacgao aguda. Cerca de 90% da quantidade ingerida de chumbo, por exemplo,
gue nao foi absorvida pela via gastrointestinal € excretada pelas fezes. Dentre as vias
de excrecdo existentes, o mercurio organico possui maior afinidade pelas fezes
(ZUCOLOTO et al., 2017).

A urina é bastante utilizada como amostra para fins forenses uma vez que a sua coleta
nao € invasiva e por serem encontradas altas concentracées dos metabdlitos em sua
composicdo. No caso da andlise do uso de substancias, um fator limitante é que a
maioria dessas substancias sao detectadas apés 2 a 5 dias do uso, o que torna a
andlise restrita aos primeiros dias. Para analise de metais toxicos, a urina também tem
um fator limitante. Vale ressaltar que as matrizes citadas até entdo sdo matrizes
possiveis de serem coletadas de maneira pouco agressiva aos animais e isso é uma

vantagem frente ao sangue, por exemplo.

O sangue é um fluido biolégico composto por agua, proteinas, gorduras, sais minerais
e células. Apesar de ser uma amostra coletada de maneira invasiva (por pungao em
alguma veia), 0 sangue € uma matriz bastante utilizada em andlises toxicolégicas por
diversos fatores. Ele permite estimar o tempo que se passou entre 0 uso (ou a
exposicdo) e a deteccdo da substancia no organismo e é uma matriz indicada para

avaliacao de intoxicagao aguda (BORDIN et al., 2015).

Além disso, para analise de intoxicagdo animal cronica por metais toxicos, o sangue

também € visto como uma matriz bastante promissora. ISso porqgue 0s metais
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acumulados no organismo circulam pela corrente sanguinea. A matriz sangue pode
ser armazenada no freezer apdés a adicdo de substancias anticoagulantes e

conservantes.

2.5 Técnicas analiticas para determinacdo de metais e metaloides em amostras
biolégicas

A fim de determinar metais em amostras bioldgicas, diversas técnicas sao utilizadas
em laboratérios. As mais utilizadas, devido a alta sensibilidade, s&o as
Espectrometrias de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) e de
Absorcdo Atémica com Forno de Grafite (GFAAS). Assim como toda técnica analitica

instrumental, elas possuem vantagens e desvantagens.

A ICP-MS apresenta como principal vantagem a alta sensibilidade, sendo adequada
para determinar baixar concentracbes, como normalmente ocorre nas matrizes

bioldgicas. Além disso, é uma técnica multielementar e, por isso, é capaz de

determinar diversos elementos quimicos simultaneamente (KRUG et al., 2001).

Para analisar amostras bioldgicas, Brandao (2015) utilizou a ICP-MS para determinar
estanho em tecidos de ratas. Ja Rodrigues (2010) avaliou técnicas acopladas a ICP-
MS visando estudar o fracionamento e a especiacado quimica do mercurio em sangue

e plasma de carneiro.

Ao contrario da ICP-MS, a Espectrometria de Absorcao Atémica com Forno de Grafite
(GFAAS) é uma técnica monoelementar, exceto quando ha o uso de uma lampada
adequada para realizar a leitura de varios metais. Tal fato € considerado como
desvantagem quando o objetivo é determinar diversos elementos quimicos
simultaneamente, como € o caso deste trabalho (TECHNOLOGIES, 2022).

Para determinar o metal mercurio em amostras diversas, as técnicas
convencionalmente utilizadas séo Espectrometria de Absorcéo Atdmica com Geracgao
de Vapor Frio, ICP-MS e GFAAS. De maneira geral, elas possuem como
desvantagens a necessidade da etapa de preparo da amostra, que demanda um
tempo consideravel, aumenta a chance de contaminacdo da amostra e diminui a
detectabilidade, além de requerer o uso de reagentes. Além disso, é necessario o
posterior armazenamento e descarte de residuos gerados. Outro fato limitante, no

caso datécnica ICP-MS é o alto consumo de gases durante a analise, como o argonio,
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gue tem alto custo financeiro. Ademais, sofrem efeito de memdria para o mercurio e

interferéncias de outras substancias presentes na amostra.

Considerando o exposto e buscando utilizar técnicas alternativas para determinar
metais e metaloides em amostras de sangue, cujas quantidades disponiveis sédo
normalmente pequenas, foram selecionadas duas técnicas para a execucao desse
trabalho: o Analisador Direto de Mercurio (DMA) e a Espectrometria de Fluorescéncia
de Raios-X por Reflexdo Total (TXRF). Isso porque elas foram consideradas técnicas
promissoras para alcancar os objetivos do trabalho, além de serem consideradas

técnicas verdes.

Técnicas verdes sao aquelas que atendem pelo menos a parte dos principios da
Quimica Verde. A Quimica Verde é um ramo da Quimica que foi definido por John
Warner Paul Anastas em 1991. Ela possui doze principios que tratam sobre, por
exemplo, prevenir a formacéo de residuos téxicos em analises quimicas, reduzir 0 uso
de solventes e o0 consumo de energia, e buscar por metodologias que sejam
executadas a pressdo e temperatura ambientes (eficiéncia de energia). Além disso,
esse ramo da Quimica busca reduzir o consumo de matérias primas, como trabalhar
com volumes menores de amostras e utilizar técnicas que independem do uso de
gases (DIAS, 2022).

Diante do exposto, as técnicas DMA e a TXRF possuem caracteristicas que atendem

aos principios citados e serdo mais bem explicadas a seguir.
2.6 Analisador Direto de Mercurio (DMA)

Essa técnica permite que a determinacdo de Hg seja realizada sem prévia digestdo
da amostra uma vez que realiza as etapas de decomposic¢do, pré-concentragdo por
amalgamacéo e determinacgdo por absor¢édo atbmica. O fato de a etapa de preparo de
amostra ser dispensada otimiza o tempo total da anéalise (BAETA, 2004) e minimiza
problemas de perdas e contaminacdes. Além disso, dispensa 0 uso de reagentes para
digestdo da amostra, por exemplo, e o0 posterior acondicionamento, tratamento e
descarte dos residuos gerados. Ademais, a técnica nao utiliza gases de alto custo
durante a analise, como o argbnio que é bastante utilizado na técnica ICP-MS. O
arraste do vapor de mercurio e de outros elementos presentes na amostra pode ser

feito utilizando um compressor de ar. Além disso, 0 custo para aquisicao do
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equipamento € menor quando comparado aos classicos, como o ICP-MS. Vale
ressaltar, entretanto, que o DMA é um equipamento exclusivo para Hg ao passo que

o0 ICP-MS determina cerca de 70 elementos.

O DMA possui como vantagem a estabilidade da curva analitica elaborada. Nesse
trabalho, por exemplo, utilizou-se a mesma curva de calibracdo durante toda a
validacdo do método analitico. Vale ressaltar que foram feitas leituras de amostras a

fim de realizar a checagem da curva quinzenalmente.

Essas caracteristicas da técnica de DMA, além do uso de pequena quantidade de

amostra, contribuem para que ela seja considerada como uma técnica verde.

A primeira etapa que compde a técnica citada € a decomposi¢ao térmica. Nela, a
amostra é introduzida no forno para ser seca e decomposta. A segunda etapa consiste
na conversdo catalitica dos ions Hg* e Hg?* em Hg°. J4 a terceira, é a amalgamacéao
do mercurio, etapa em que ele é capturado pela amalgama de ouro e os demais
compostos presentes na amostra sdo eliminados. Feito isso, o mercurio € liberado
apos o aquecimento do amalgamador e detectado por absorcdo atbmica na quarta
etapa do processo (ANALITICA, 2021).

A técnica de analise direta de mercurio pode ser empregada para determinacao desse
metal em amostras ambientais, alimenticias, cimenteira, agricola, cosmética, dentre

outras.

Soares et al. (2015) utilizou o DMA para detectar mercurio em solos da regido sudeste
do Brasil sem influéncia antropogénica, além de estabelecer correlacdo entre as
caracteristicas quimicas e fisicas do solo e o teor de mercurio naturalmente nele

encontrado.

Melendez-Perez e Fostier (2013) usaram o DMA para avaliar um método que
guantificasse mercurio total em amostras de solo e de folhas. Rocha (2021) utilizou a
técnica para otimizar e validar métodos para determinacdo de mercurio labil e total em

sélidos em suspensao e metilmercuario em ambientes de aguas pretas amazoénicas.

O DMA também ¢é utilizado para analisar amostras biol6gicas. Mendes (2017), por

exemplo, utilizou a técnica para avaliar os teores de mercurio em cabelos de criancas
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residentes em area de garimpo no municipio de Chapada de Natividade, em

Tocantins.

O equipamento Analisador Direto de Mercurio utilizado nesse trabalho foi o DMA-80
Evo, versdo TriCell com feixe duplo, da Milestone. Vale ressaltar que o DMA da
Milestone apresenta trés versdes: Dual Cell com feixe simples, Dual Cell com feixe
duplo e TriCell com feixe duplo. As principais diferencas entre elas estao relacionadas
ao limite de deteccéo, a faixa de trabalho e a precisédo. Dentre as trés versdes, a TriCell
com feixe duplo apresenta o menor limite de deteccéo, a maior faixa de trabalho e
maior precisdo. A Tabela 1 sintetiza as caracteristicas de cada versédo (ANALITICA,
2021).

Tabela 1: Caracteristicas das trés versfes disponiveis para o DMA-80 Evo, Milestone.

Dual Cell Dua Cell

; ) TriCell com
com feixe com feixe .
. feixe duplo
simples duplo
Limite de detecc¢éo (nQ) 0,003 0,001 0,0003
Faixa de trabalho (ng) 0,03 a 1500 Ol,g(l)oa OfSOOBOa

<£1%em10 <1%em5 =<1%em1

Preciséo (ng) ngde Hg  ngde Hg ng de Hg

Fonte: Analitica, 2021.

O equipamento possui diversas vantagens operacionais por possuir uma tecnologia
facil de usar, com calibracdo duradoura para todo tipo de matriz (sdlida, liquida ou
gasosa) e sem efeito de memoria devido a funcdo de autobranqueamento
(MILESTONE, 2021). O efeito de memaria esta relacionado a saturagdo do sistema
apos a retencdo demasiada de Hg. Para que isso ndo ocorra, a funcéo
autobranqueamento é acionada automaticamente quando uma amostra apresenta
alta concentracdo de mercurio. Ao perceber tal situacdo, o equipamento realiza
leituras sem que haja amostra até que a concentracdo retorne ao nivel desejado.

Vale ressaltar que em técnicas de ICP o mercurio adere facilmente as paredes do
sistema de introducdo de amostra e isso causa efeito de memoria. Para solucionar
esse problema, é necessario aumentar o tempo de lavagem entre as leituras das
amostras e, até mesmo, utilizar uma solugé@o contendo ouro para minimizar os efeitos
de memoéria (ANALITICA, 2021).
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Segundo o Manual de Garantia Analitica, elaborado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, a validacdo de um método analitico em DMA dispensa a
etapa de seletividade pois a técnica é isenta de feito de matriz (MAURICIO et al.,
2011). Isso porque o Hg fica retido no amalgamador e os outros materiais volatilizados
sao eliminados. Depois, 0 amalgamador é aquecido e apenas o vapor de mercurio é

liberado e detectado por absorcao atémica.
2.7 Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X por Reflexdo Total (TXRF)

A analise por fluorescéncia de raios-X (XRF) baseia-se na medicao das intensidades
dos raios-X caracteristicos emitidos pelos elementos que constituem uma amostra
sélida ou liquida, quando irradiada com elétrons, protons, raios-X ou gama com
energias apropriadas. Quando os elétrons da camada mais interna do atomo (ex.: K e
L) interagem com fétons com energia na regido dos raios X, ocorre a foto ejecédo
desses elétrons, criando-se uma vacancia. Para promover a estabilidade,
imediatamente as vagas eletrénicas sdo preenchidas pelos elétrons das camadas
mais proximas. Como resultado, ha um excesso de energia no processo, que é
manifestado na forma de emissao de raios X de comprimentos de onda caracteristicos

de cada atomo presente na amostra.

Dependendo do arranjo instrumental, tem-se diferentes técnicas, como Fluorescéncia
de Raios-X com Dispersdo por Comprimento de Onda (WDXRF), com Energia
Dispersiva (EDXRF) e induzida por Radiagdo Sincroton (RXRF). Como variante da
EDXRF, tem-se a Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X por Reflexdo Total
(TXRF), que apresenta vantagens como o uso de pequenas quantidades de amostra

e menores valores de limite de deteccao em relagcdo a EDXRF (SANTOS et al., 2013).

A TXRF é uma técnica utilizada para analisar diversas amostras. Essa técnica
analitica permite analisar amostras em quantidades diminutas (pL/pg). Nesse
trabalho, por exemplo, apenas 10 uL da amostra foram depositados sobre o disco de
guartzo. Além disso, € uma técnica capaz de quantificar analitos em niveis de traco,

ou seja, em concentracdes muito baixas (na escala de pg/L).

As amostras que serao analisadas pela TXRF devem ser depositadas sobre o centro
de um disco (de acrilico ou de quartzo, a depender do tipo de matriz), de maneira que

forme um filme fino, com espessura inferior a 100 ym para analises quantitativas e
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menor que 500 um para analises qualitativas. Além de fino, o filme deve ser
homogéneo para garantir uma leitura eficaz. Vale ressaltar que o diametro do filme
deve ser de, no maximo, 10 milimetros. A Figura 2 ilustra o disco contendo a amostra

em forma de filme.

max.
10 mm

Figura 2: llustracdo do filme fino de amostra sobre o disco.
Fonte: BRUKER

Nessa técnica, assim como em todas as outras que utilizam a fluorescéncia de raios-
X como fonte de excitacdo dos atomos, os raios-X emitidos pelos tubos excitam os
elementos quimicos presentes na amostra, que emitem linhas espectrais
caracteristicas de cada um deles. Isso porque quando o &tomo é excitado os elétrons
do seu nivel mais externo migram para preencher a vacéancia da camada seguinte.
Essa transicdo eletronica resulta em perda de energia, que é convertida em foton de
raios-X. As intensidades das linhas espectrais emitidas estdo relacionadas as
concentracdes dos elementos (NASCIMENTO FILHO, 1999).

A Figura 3 ilustra o processo de incidéncia e reflex&o total dos raios-X sobre a amostra,

assim como a posicao do detector em relacdo a amostra.
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Figura 3: Esquema ilustrativo da incidéncia e da reflexdo do raios-X sobre a amostra,
e da posicao do detector

Fonte: ARAUJO, 2018

Dessa forma, percebe-se que a fluorescéncia de raios-X é composta por trés etapas
principais: excitacdo dos elementos presentes na amostra, emissdo de raios-X
caracteristicos de cada um dos elementos e deteccdo desses raios-X emitidos de

forma a relaciona-los a concentracédo de cada componente.

Quando a fluorescéncia de raios-X se da por reflexao total, significa dizer que o raio
incidido sobre a amostra foi totalmente refletido por ela, ndo havendo a ocorréncia de
fenbmenos como a refracdo, por exemplo. Para que ocorra a reflexdo total, é
necessario que o angulo de incidéncia seja menor que o angulo critico (nesse angulo,
o raio nao é refletido e nem refratado, ou seja, permanece no plano da interface de

separacao entre os meios). A Figura 4 ilustra o exposto.

¢}¢crit \d) d)crii &

I ‘“\._I | | | \I
REFRACAO REFLEXAO

Figura 4: llustracdo dos fen6menos de refracéo e reflexdo a depender da relagdo entre
os angulos de incidéncia e critico.

Fonte: NASCIMENTO FILHO, 1999.
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A reflexdo total dos raios-X garante maior eficiéncia na interacao entre os raios-X e a
amostra. Isso porque quando ha reflexdo total dos raios-X eles interagem com a
amostra tanto no momento de penetragcdo quanto no momento de reflexdo dos raios.
Ou seja, ha interacdo entre os raios e a amostra em dois momentos, intensificando a
fluorescéncia. No caso da refracdo, por exemplo, s6 ha interacdo dos raios no
momento da incidéncia, fato que reduz pela metade a interacdo entre os raios e a

amostra.

Recomenda-se o uso de um elemento quimico como padréo interno. Isso porque ao
adicionar o padrao interno a amostra havera correcéo, por meio da normalizacdo, das
instabilidades do sistema e de erros operacionais. Nesse trabalho, utilizou-se o Galio
(Ga). Vale lembrar que o elemento quimico selecionado como padrao interno nao
pode estar presente na amostra e néo deve sofrer sobreposicdo espectral
(NASCIMENTO FILHO, 1999).

Por ser uma técnica que ndo destréi a amostra e que € capaz de analisar varios
elementos simultaneamente, a TXRF vem se tornando promissora e tem sido aplicada
em varias areas. Ferreira et al. (2019) usou a TXRF para identificar e discriminar
residuos de disparo de arma de fogo coletados das maos dos atiradores. Ja
Pierangeli et al. (2015), utilizou para analisar elementos-traco em areas de vegetacao

nativa e agricultura intensiva do estado do Mato Grosso.

Além disso, a técnica apresenta algumas vantagens frente ao ICP-MS, como por
exemplo: ndo utiliza gases durante a analise e ndo ha etapa de limpeza interna entre
as analises. Possibilita a andlise de amostras com minimo preparo e requer poucos
uL ou ug de amostra. Essas e outras caracteristicas colaboram para que a TXRF seja
uma técnica verde. Além disso, ela ndo sofre efeito de memdria frente ao uso continuo
do equipamento para deteccdo de metais e ndo requer o preparo de curvas de

calibracdo, bastando a adicdo do padréo interno para a determinacdo multielementar.

O equipamento utilizado nesse trabalho foi o espectrobmetro TXRF S4 T-STAR, da
Bruker. Ele permite analisar amostras em suspensdes, pés, nanoparticulas e filmes,
além de possuir baixo limite de deteccdo (na faixa de sub ppb) e baixo custo
operacional, uma vez que nao requer o uso de gases e nem infraestrutura de
laboratorio sofisticada (BRUKER, 2021).
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Assim como a técnica DMA, a TXRF também dispensa a etapa de seletividade durante
a validacdo do método. Como nessa técnica ndo € necessario construir uma curva de
calibragcdo, ndo se realiza o estudo de linearidade (podendo-se determinar
simultaneamente elementos em baixas e em altas concentragdes) e nem efeito de
matriz, uma vez que ao trabalhar com filme fino, as interferéncias sdo minimizadas.

Além disso, o padréo interno é adicionado em cada amostra a ser analisada.

Para obtencao de exatiddo adequada, o elemento escolhido como padréo interno, ndo
deve estar presente na amostra, ou ocorrer em baixissimas concentracdes, e nédo
deve interferir no(s) elemento(s) a ser(em) quantificado(s). Sendo assim, padrées
internos mais comumente utilizados sédo Ga, Y e Ge (NASCIMENTO FILHO, 1999).

Desse modo, a equacdo bésica para analise quantitativa é a que relaciona a
intensidade dos raios-X caracteristicos, com a sensibilidade elementar, como

apresentado na equacéao 1 sequir:
Li=Ci.Si (1)
Em que:
li = intensidade (cps) da linha caracteristica Ka ou La emitida;
Ci= concentracao (ppm) do analito i na solucao pipetada no disco;
Si = sensibilidade elementar do sistema (cps/ppm) para o analito i.
Para se obter a intensidade do padréo interno, a equacéao 1 é descrita desta maneira:
Iy =Cp.Sp (2)

Para calcular a concentracdo de um analito, € necessario conhecer o valor da
sensibilidade relativa [[S'(i) deste elemento. Este é um valor adimensional que indica
uma relacdo entre a intensidade do pico do analito e quantidade na amostra. Em geral,
as sensibilidades relativas podem ser determinadas pelo célculo de parametros
fundamentais como probabilidades de excitacdo, eficiéncia do detector etc. No

entanto, uma maneira mais facil de se obter o valor de [S'(i) é analisar uma solugédo
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multielementar de concentracfes conhecidas, e calcular o fator de sensibilidade que

baseia-se no pico de cada elemento.

Entédo, o valor da sensibilidade relativa [[S'(i) pode ser determinado efetuando a

divisdo entre as equacfes 1 e 2 que, em outras palavras, significa a razao entre a

sensibilidade do analito Si e a sensibilidade do padrao interno Sp (equacao 3).

I~

/ i G
S'i = 3
¢ @

~
<

Sendo assim, para o calculo da concentracdo do analito (equacéo 4), basta rearranjar

a equacao 3:
co= "= (4)

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Desenvolver métodos analiticos para determinagdo de metais e metaloides em
amostras de sangue animal utilizando as técnicas DMA e TXRF.

3.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver um método para determinacdo de mercario em sangue animal
utilizando o DMA;

e Desenvolver um método para determinacdo dos metais e metaloides arsénio,
crémio, niquel e selénio em sangue animal por TXRF;

e Validar os métodos desenvolvidos.

4. METODOLOGIA

4.1 Instrumentacao e materiais

e Agitador Vortex (KASVI);
e Analisador Direto de Mercurio (Millestone, DMA-80 EVO);
e Balanca analitica (Mettler-Toledo);

e Discos de quartzo de 30 mm de diametro e uma espessura de 3,0 £ 0,1 mm
(Bruker);
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e Espectrometro de Fluorescéncia de Raios-X por Reflexdo Total S4 T-Star
(Bruker);

e Estufas de secagem (SolidStreet e Tecnal)

e Micropipetas de volumes variados;

e Purificador de Agua (Elga-Veolia-PURELAB);

e Repipetador automatico.
4.2 Reagentes e Solucdes

e Acido Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA);

e Acido nitrico concentrado destilado;

e Agua Milli-Q;

e Butanol,

e Hidroxido de Tetrametilam6nio (TMAH);

e Solucéo de silicone e isopropanol (Serva);

e Solucédo padréo de galio MRC 1 g/L (Assurance);

e Solucédo padrdo de mercurio MRC 1 g/L (Inorganic Ventures);

e Solugbes padrdo monoelementar para cada metal (prata, béario, chumbo,
uranio, cobre, manganés, ferro, cobalto, mercurio, antiménio, selénio, arsénio,
cadmio, crébmio, niquel e zinco) MRC 1g/L;

e Triton X-100 (Sigma-Aldrich).

4.3 Procedimentos experimentais

4.3.1 Preparo de solucgdes utilizadas para a determinacdo de mercurio

A solucdo de HNO3 2% v/v foi preparada em um tubo Corning® de 50 mL, adicionando-
se 1 mL de HNOs3 concentrado destilado e completando o volume para 50 mL com
agua Milli-Q. Ja a solucéo de Triton X-100 0,1% m/v foi preparada apds solubilizar
0,05 g de Triton X-100 em &gua ultrapura suficiente para completar o volume para 50
mL. Para preparar a solucdo de Triton X-100 0,2%, solubilizou-se 0,1 g de Triton X-

100 em agua ultrapura suficiente para completar o volume de 50 mL.

A solucéo padrao de mercurio na concentracao de 10 pg/mL foi preparada da seguinte

forma: em um tubo Corning® de 15 mL, pipetou-se 50 pL de solucdo padrdo de
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mercurio MRC 1 g/L e completou-se o volume para 5 mL utilizando solucdo aquosa

de &cido nitrico 2% v/v. Dessa forma, tem-se a solucao padrdo de mercurio 10 pg/mL.

Para o preparo da solucao padréo de 50 ug/mL de Hg, em um tubo Corning® de 15
mL pipetou-se 25 pL da solugéo de 10 pg/mL, 2.475 pL de solugéo de Triton X-100
0,1% e 2.500 pL de agua ultrapura, totalizando 5 mL.

4.3.2 Preparo da amostra para andlise por DMA

O preparo da amostra foi feito pipetando 100 uL de sangue e 100 pL de solucédo de
Triton X-100 0,1% m/v em um eppendorf, o que resultou em uma solucao de sangue
e Triton X-100 na proporgdo 1:1 v/v. Vale destacar que as amostras de sangue
utilizadas nesse trabalho foram coletadas de bovinos em situagdes de rotina por
médicos veterinarios residentes e foram cedidas pela Escola de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Desta forma, ndo foi necessaria a
submisséo de pedido de autorizagdo no Comité de Etica em Pesquisa. Além disso,
fez-se um pool com as amostras de sangue de forma que a quantidade fosse
suficiente para executar todos os experimentos demandados na validacdo. O sangue
bovino foi escolhido para os estudos de otimizacao e validacao pela disponibilidade e,
de forma geral, maior complexidade em relacdo ao sangue de animais silvestres.
Apesar das técnicas analiticas serem isentas do efeito de matriz, a formagéo do filme
fino é influenciada pelas caracteristicas das amostras.

4.3.3 Otimizac&o do método analitico

Para analise utilizando DMA, parametros como temperaturas inicial de trabalho, de
secagem/decomposicdo e de atomizacdo devem ser considerados. Além disso, o

tempo de execucdo de cada etapa também deve ser definido.

O método desenvolvido nesse trabalho passou pela etapa prévia de otimizag&o. Nela,
as condicbes temperatura e tempo de aquecimento foram combinadas de quatro
maneiras diferentes, preparando a curva somente em acido e na presenca da matriz

sangue, conforme mostra a Tabela 2.
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Tabela 2: Condi¢Ges avaliadas para otimizar o método analitico para DMA.

Condicbes Temperatura Tempo Meio
avaliadas (°C) (s)
1 250 60 Acido nitrico 2%
2 300 30 Acido nitrico 2%
Sangue/Triton
3 250 60 0.1%
Sangue/Triton
4 300 30 0.1%

As curvas analiticas construidas nessa etapa foram feitas em trés niveis de massa de
Hg, 1, 3 e 5 ng. Para isso, pipetou-se na barca os respectivos volumes de 10, 30 e 50
uUL da solucdo de 0,1 ppm de Hg. Além disso, nas condigbes 3 e 4 também foi

adicionado 25 pL de sangue e Triton X-100 0,1% na proporcao 1:1.

Feito isso, a condicdo que gerou melhores resultados foi escolhida para ser utilizada

na validagao.

4.3.4 Parametros de validacéao

Os parametros de validagao analisados foram: linearidade, limite de deteccéao (LD),
limite de quantificacdo (LQ), repetibilidade, precisdo intermediaria, exatiddo e

robustez.

A linearidade € a capacidade que o método possui de produzir resultados diretamente
proporcionais & concentra¢éo ou a quantidade do analito na amostra (MAURICIO et
al., 2011). Nesse trabalho, a curva de calibracdo foi construida com cinco niveis de
massa (0,5; 1,25; 2,0; 2,75; e 3,5 nanogramas de Hg), sendo cada um deles feito em
sextuplicata. Entdo, pipetou-se 10, 25, 40, 55 e 70 pL de solucédo 50 pg/mL de Hg em

cada barca do equipamento.

O LD é definido como sendo a concentracdo minima detectavel de um elemento
presente em uma amostra. Nesse trabalho, o LD foi estimado analisando vinte e um
brancos analiticos (solucdo de Triton X-100 0,05%). O calculo que fornece como
resultado o valor do LD foi feito multiplicando por trés o valor do desvio padréo da

média dos ensaios com a matriz branca (em ng) (MAURICIO et al., 2011).
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O LQ é a menor concentracdo que pode ser quantificada considerando a incerteza
maxima aceitavel. O calculo do LQ foi feito multiplicando por 10 o valor do desvio

padrdo da média dos ensaios com a matriz branca (ng) (MAURICIO et al., 2011).

A precisao indica o quao proximo as medidas estdo umas das outras. Ela estabelece
relacdo entre os dados obtidos em uma analise e estd associada aos conceitos de
repetibilidade e precisao intermediaria e reprodutibilidade. A repetibilidade analisa as
medidas que tenham sido obtidas sob as mesmas condi¢6es (analista, laboratdrio e
dia de andlise), com curto intervalo de tempo. Ja a preciséo intermediaria analisa as
variacfes dos valores medidos em uma mesma amostra, porém, havendo diferenca
em uma ou mais nas condicOes citadas. A avaliacdo da reprodutibilidade envolve

estudos interlaboratoriais e, portanto, esse parametro nao foi avaliado nesse trabalho.

A repetibilidade foi feita da seguinte maneira: em cada barca, adicionou-se
determinado volume de solucéo 0,05 pg/mL de Hg de acordo com o nivel da curva, e
25 uL de solucao de sangue e Triton X-100 0,1% na proporcéo 1:1 v/v. Os niveis da
curva selecionados foram, em massa de Hg, 0,5 e 2,0 nanogramas. Por isso, 0s
volumes pipetados da solugéo 0,05 pg/mL de Hg foram, respectivamente, 10 e 40 pL.
Esses niveis correspondem ao 1° (LQ) e 3° ponto da curva de calibracdo. Cada leitura
foi feita em sextuplicata. A preciséao intermediéria foi feita da mesma maneira, porém,

variando a analista e o dia de analise.

A exatiddao indica a proximidade entre os valores reais e o0s obtidos
experimentalmente. Esse parametro pode ser determinado pela andlise de materiais
de referéncia certificados (MRC) na matriz ou por ensaios de adicdo e recuperacao.
Nesse trabalho, esse parametro foi avaliado por estudos de adicdo e recuperacgéo,
nas mesmas condi¢des utilizadas no estudo de repetibilidade e precisdo intermediaria
(adicdo de 0,5 e 2,0 ng de Hg). Nesse sentindo, a amostra de sangue utilizada no
estudo (amostra branca) foi analisada também, a fim de descontar alguma possivel

contaminagéao da mesma.

A robustez esta relacionada ao quao sensivel é o resultado analitico frente a pequenas
variacdes nas condi¢cbes experimentais do procedimento. Durante a execucdo desse
estudo, variou-se 0s parametros temperatura e tempo de secagem/decomposi¢do da

amostra, temperatura e tempo de atomizacao, o tipo de pipetagem e a concentracéo
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da solucéo diluente da amostra. Para esse estudo, em cada condicéo utilizou-se 40
uL da solugcéo 50 pg/L de Hg e 25 puL da amostra de sangue bovino diluida 1:1 com
Triton X-100 0,1% e 0,2% v/v. O estudo foi realizado em duplicata.

O procedimento analitico € considerado robusto quando nédo ha alteracao significativa
no resultado da analise apds variar as condicfes experimentais. Ser robusto significa
produzir resultados reprodutiveis ao longo do tempo e em lugares diferentes no mundo
(MAURICIO et al., 2011).

4.3.5 Preparo de solucdes para analise por TXRF

e Solucéo de gélio 10 pg/mL
Em um microtubo, pipetou-se 20 pL da solu¢do MRC de gélio 1000 pg/mL e
1980 uL da solucédo de acido nitrico 2%.

e Solucdo contendo metais para a fortificacdo 10 pg/mL
Em um tubo Corning® de 50 mL, pipetou-se 500 pL de solucdo multielementar
de cada metal na concentracdo de 1000 pg/mL (prata, bario, chumbo, uranio,
cobre, manganés, ferro, cobalto, mercurio, antiménio, selénio, arsénio, cadmio,
crébmio, niquel e zinco) e completou-se o volume para 50 mL com acido nitrico
a 2%.

e Solugéo contendo metais para a fortificagédo 2,5 pg/mL
Pipetou-se, em um tubo Corning® de 15 mL, 1.250 pL da solucéo
multielementar a 10 pug/mL e 3,7 mL de &gua ultrapura. O volume final da

solucao foi de 5 mL.

e Solucéo contendo metais para a fortificacdo 1 pg/mL
Pipetou-se, em um tubo Corning® de 15 mL, 500 pL da solu¢cdo multielementar
a 10 pg/mL e 4,5 mL de agua ultrapura a fim de completar o volume da solucéo

para 5 mL.

e Solucdo contendo metais para a fortificagédo 100 pg/L
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Pipetou-se, em um eppendorf, 100 pL da solugdo multielementar a 1 pg/mL e

900 uL de agua ultrapura.

e Solucéo de diluente alcalino
A composicgéo da solugao de diluente alcalino foi de 2% de butanol, 0,5% de
TMAH, 0,005% de EDTA e de 0,005% Triton X-100. Essas porcentagens estéo

representadas em m/v.

e Solucéo aquosa de Triton X-100 0,5% m/m
Para o preparo dessa solucdo, mediu-se a massa de 0,25 gramas de Triton X-
100 em um tubo Corning® e o volume foi completado para 50 mL utilizando

agua ultrapura.

4.3.6 Preparo de amostra e brancos para analise por TXRF

e Amostra de sangue fortificada a 250 pg/L
Pipetou-se 100 pL de solugéo contendo metais para fortificagdo a 2,5 pg/mL e

900 pL de sangue em um eppendorf.

e Amostra de sangue fortificada com metais a 100 pg/L
Em um eppendorf, pipetou-se 100 pL de solugdo contendo metais para

fortificacdo a 1 pg/mL e 900 pL de sangue.

e Amostra de sangue fortificado com metais 20 pg/mL
Pipetou-se 50 pL de sangue fortificado com metais a 100 pg/L, 10 uL de galio
a 10 pg/mL e 190 pL de agua ultrapura.

e Amostra de sangue fortificado com metais 50 pg/mL
Pipetou-se 50 pyL de sangue fortificado com metais a 250 ug/mL, 10 pL de gélio
a 10 pg/L e 190 pL de agua ultrapura.
Foram preparadas também amostras de branco para metais mantendo as
mesmas propor¢cdes citadas acima, porém substituindo as solucdes

fortificadoras por agua ultrapura.
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e Branco de agua fortificada com metais 20 pg/L
Pipetou-se 50 pL de solucao fortificadora contendo os metais a 100 pg/L, 10 pL

de solucdo de galio a 10 pg/mL e 190 uL de agua ultrapura.

Também foi preparada uma solugdo de branco para metais substituindo a

solucao fortificadora por agua ultrapura e mantendo as mesmas propor¢oes.

Todas as solucBes supramencionadas, tanto de reagentes quanto de amostra de

sangue, foram homogeneizadas no vértex por 1 minuto.

4.3.7 Otimizacao do método analitico para TXRF

Para as analises por TXRF, o procedimento geral consistiu em pipetar 10 pL de cada
solugcéo/amostra em discos de quartzo previamente limpos e hidrofobizados com uma
solucdo de silicone em isopropanol e esses conjuntos amostra e disco foram
aguecidos na estufa, a 60°C, durante 30 minutos. Ao final, formou-se um filme
homogéneo de amostra sobre o disco com espessura e caracteristicas aceitaveis para
gue a leitura no equipamento pudesse ser realizada. O metal Galio foi utilizado como
padréo interno na concentracdo de 400 pg/L. As condi¢des instrumentais utilizadas

estao listadas na Tabela 3.

Tabela 3: Condi¢des instrumentais do equipamento TXRF.

PARAMETRO CONDICAO
UTILIZADA
Tubo de raios-X Molibdénio
Voltagem 50 kV
Corrente 1000 pA
Detector Silicon-drift detector
Resolucéao (Mn Ka a 10
; kcés) <150
Atmosfera ar
Temperatura <25°C

Para a otimizacdo do método analitico a ser utilizando na TXRF, avaliou-se
inicialmente o preparo da amostra de sangue, onde foram estudados dois diluentes e
dois fatores de diluicdo. Os diluentes foram solugéo aquosa de Triton X-100 0,5% m/m
e diluente alcalino, e os fatores de diluigdo foram 1:1 e 1:4 (sangue:diluente). A Tabela

4 resume as informacgdes apresentadas.
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Tabela 4: Estudos iniciais para otimizagcdo do método analitico no TXRF.

Experimento  Volume de Volume de

SF* DA***

A 100 pL 100 pL

B 100 pL 400 pL
Volume de Volume de

SB** DA***

C 100 pL 100 pL

D 100 pL 400 uL
Volume de Volume de

SF* triton

E 100 pL 100 pL

F 100 pL 400 uL
Volume de Volume de

SB** triton

G 100 pL 100 pL

H 100 pL 400 uL

* Sangue fortificado
** Sangue branco (sem fortificac&o)
*** Diluente Alcalino

Cada uma dessas solucdes foi preparada e analisada nas condi¢cdes descritas como
procedimento geral. A porcentagem de recuperacgao foi utilizada para avaliacdo dos
resultados.

4.3.8 Parametros de validagdo para TXRF

Como ja descrito na revisao bibliogréafica, essa técnica néo requer o preparo de curva
de calibracédo e € isenta de efeitos de matriz. Desta forma, os parametros de validacao
analisados foram LD, LQ, repetibilidade, precisao intermediaria, exatidao e robustez.

Nesse trabalho, a estimativa de LD é fornecida pelo software do equipamento, com
base na relacdo sinal/ruido. A estimativa do LQ foi realizada multiplicando-se os
valores de LD por 3,3. Para confirmacdo do LQ, analisou-se as mesmas sete
replicatas de branco de &agua fortificada com 20 pg/L dos metais. Avaliou-se a
porcentagem de recuperagdo e o coeficiente de variagao (%) para verificar se esse
valor de LQ é adequado. Vale ressaltar que a concentracdo média determinada nos
brancos de agua néo fortificada com metais foi descontada do valor da concentragcao

experimental para a amostra fortificada.

A repetibilidade foi feita a partir da leitura de sete amostras de sangue fortificado em

dois niveis de concentracdo, sendo o primeiro na concentracdo de 20 pg/L dos metais
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e o0 segundo na de 50 pg/L. Também foi realizada a leitura de dois brancos de sangue

néo fortificado com metais a fim de descontar o valor na concentragédo experimental.

Os experimentos para a precisao intermediaria foram feitos da mesma forma que os

da repetibilidade, porém, variando a analista e o dia de analise.

Os resultados obtidos nos experimentos para avaliagdo da precisdo também foram
utilizados para verificar se o0 método apresenta exatiddo adequada. Calculou-se a %

de recuperacéo para cada nivel estudado.

A robustez foi feita de forma similar ao estudo descrito para o0 DMA, variando 0s
parametros, tempo entre preparo da amostra e leitura no equipamento, tempo de

secagem, temperatura de secagem e estufas com e sem ventilacdo interna.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Desenvolvimento e Validacdo de Método Analitico no DMA

5.1.1 Otimizacdo do método analitico

A determinacdo de Hg por DMA é simples e pode ser implementada apds uma

avaliacao do programa de temperatura utilizado.

A Tabela 5 compila os resultados das inclinacbes das retas obtidas para cada

condicao avaliada.

Tabela 5: Condi¢cOes avaliadas para otimizacdo do método desenvolvido no DMA e as
respectivas inclinacdes das curvas.

Condicbes Temperatura Tempo Diluente Inclinagéo

avaliadas (°O) (s) da reta
1 250 60  Acido nitrico 2% 06(,)(?011971
2 300 30 Acido nitrico 2% Oé?g’éff
3 250 60 Sangolﬁé)o' riton Oé?ggggi
4 300 30 Sangolﬁ/;; riton 0(,)(’)361;381

Utilizando a ferramenta “analise de dados” do software Microsoft Excel, analisou-se a
estatistica da regresséo para cada curva construida. A comparacao dos interceptos e
das inclinacdes das curvas feitas com e sem matriz sangue demonstrou que a matriz

nao afetou a sensibilidade da curva e, portanto, ndo houve efeito de matriz. Isso
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comprova o que ja foi discutido anteriormente. Eles também demonstraram n&o haver

grandes diferencas entre as condi¢cdes avaliadas.

ApOs observar os resultados gerados, como ndo houve diferenca significativa entre a
inclinagdo das curvas obtidas nas diferentes condi¢des, optou-se por trabalhar com a

condicdo 2 (300 °C e 30 s) para minimizar o tempo de analise.

A Tabela 6 mostra como ficou o programa de aquecimento para quantificacdo de

mercurio em amostras de sangue animal.

Tabela 6: Programa de aquecimento para quantificacdo de mercario em amostra de
sangue animal.

Etapa Temperatura Tempo
| (°C) (s)
Aquecimento 300 1
Aquecimento 300 30
Atomizacgéao 650 30
Atomizacéao 650 180
Purga - 30

A temperatura inicial de trabalho foi de 250 °C. Ela é a temperatura minima para que
0 processo se inicie. Antes de pegar a primeira barca, o braco automético do
equipamento se aquece até 250 °C, e entre uma leitura e outra, ele resfria para que

esteja com a temperatura de 250 °C antes de pegar a proxima barca.

A linha 1 da tabela mostra uma rampa de aquecimento que ocorre em 1 segundo para
gue a temperatura seja elevada de 250 °C para 300 °C. A linha 2 refere-se a etapa de
aguecimento ou secagem, que é realizada durante 30 segundos, a 300 °C. Nessa
etapa a amostra é seca e decomposta. Essa etapa foi a selecionada para ser
otimizada. Conforme mostra a tabela 4 a temperatura e o tempo de secagem testados
variaram entre 200 e 300 °C, e 30 e 60 s. Os melhores resultados foram obtidos com
a temperatura a 300 °C e o tempo a 30 s.

A linha 3 relata a rampa de aquecimento para a etapa de atomizacdo. A temperatura
aumentou de 300 para 650 °C em 30 segundos. Ja a linha 4 mostra o patamar dessa
etapa, que foi realizada durante 3 minutos a 650 °C. A etapa de atomizacao nao foi

otimizada porque o principio da técnica consiste no aguecimento da amostra a



45

temperatura variavel entre 600 e 700 °C. Nessa etapa ha a conversao catalitica dos

fons Hg* e Hg?* em Hg°.

O tempo de purga, o de amalgamador e o de gravacao do sinal foram de 30, 12 e 24
segundos. Além disso, a unidade de medida da amostra foi dada em mL por estar no

estado liquido. A Tabela 7 sintetiza essas informagdes.

Tabela 7: CondicGes de analise do método utilizado para anéalise por DMA.

CondicBes de andlise

Temperatura inicial de 250 °C
trabalho
Tempo de purga 30s
Tempo no amalgamador 12s
Tempo de gravacao de sinal 24 s
Unidade da amostra mL

Vale ressaltar que as barcas utilizadas foram lavadas com agua e detergente
apropriado e o excesso de agua foi retirado com papel toalha. Feito isso, elas foram
inseridas novamente no equipamento e foram limpas, individualmente, durante um

minuto e meio a 650 °C.

5.1.2 Etapas da validacdo do método analitico para Hg

5.1.2.1 Linearidade

Para verificar a linearidade, aplicou-se o método dos minimos quadrados ponderados
(MMQP) nos valores obtidos para a absorbancia do Hg em funcdo da sua massa

presente na amostra.

A presenca de outliers foi detectada comparando os residuos pelo teste-t. Esse teste
estabelece que determinado valor € outlier se tcaic > teritpitateral , € € representado
pela equacao 5 a seguir.

tcalc _ el (5)

Sres |
i,norm

Nessa equacéo, e; é o residuo referente ao ponto de valor duvidoso, Sres 0 desvio
padréo amostral dos residuos da leitura. As variaveis e; e Sres foram calculadas a partir
das equacbes 6 e 7 a seguir, sendo N o numero de leituras, y: a i-ésima resposta

instrumental obtida e’y o respectivo i-ésimo valor da ordenada estimada pelo MMQP.
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A quantidade de outliers que podem ser removidos € de 0,22 N. Nesse trabalho, o
namero total de leituras foi 3. Isso porque, conforme ja mencionado, a curva de
calibracdo foi construida com cinco niveis de massa (0,5, 1,25, 2,0, 2,75, e 3,5
nanogramas) de Hg, sendo cada um deles em sextuplicata. Entdo, pipetou-se 10, 25,
40, 55 e 70 pL de solucdo 50 ng/mL de Hg em cada barca. Além disso, foi feita a

leitura de 3 brancos de solucao de Triton X-100.

Dessa forma, a quantidade estabelecida de outliers que poderiam ser removidos foi
de sete. A Figura 5 ilustra o gréafico construido a partir dos resultados obtidos apos
retirar sete valores considerados outliers. Esse grafico foi utilizado como curva de

calibracdo para as andlises posteriores.

0,500
y =0,1255x + 0,0022
R?=0,9977

0,450

0,400
0,350
0,300
0,250

0,200

Resp. Instrumental

0,150
0,100

0,050

0,000 T T T T T T T ]
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000

Concentracéo

Figura 5: Gréfico obtido para a curva de calibracdo na validacao de método analitico
por DMA.

O modelo também foi avaliado quanto a normalidade da distribuicdo dos residuos, a
independéncia e a homoscedasticidade deles. Para isso, utilizou-se os testes de

Anderson-Darling, Durbin-Watson e Levene, nessa ordem.

Para fazer o teste de Anderson-Darling (normalidade), deve-se ordenar os residuos,

calcular a probabilidade acumulada do residuo padronizado (p:), calcular as
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guantidades (h:), o valor de A, a estatistica AA, o valor do p-teste e verificar os critérios
de aceitagéao.

O calculo da probabilidade acumulada do residuo padronizado (p:) é representado
pela equacao 8 a seguir, em que é é a massa, o 0 desvio padrédo dos residuos e P a
probabilidade acumulada da distribuicdo Normal Padrao.

pi=P{"} (8)

Oc
Para calcular as quantidades (h:), foi utilizada a equagéo 9 a sequir.
hi = 2i — D)[In(p) + In(1 — prv+1-)] (9)
No célculo de A, utilizou-se a equacdo 10, em que h¢ a média de h;.
A= —-N-—h (10)

O valor de AA foi obtido a partir da equagao 11.

Ad=(1+ 25425 (A1)

v A
Como o valor de AA foi de 0,558, utilizou-se a equacao 12 para calcular o p-valor.
p — valor = exp (0,9177 — 4,279 AA — 1,38 AA?2) (12)

Sendo a hipétese nula Ho, os dados seguem a distribuicdo normal e a = 0,05, p-valor
< 0,05 Ho é rejeitada e, portanto, os residuos ndo seguem a distribuicdo normal. Se p-
valor > 0,05, aceita-se Ho. Nesse trabalho, p-valor foi igual a 0,15. Por isso, os residuos

seguiram a distribuicdo normal.

A Figura 6 representa o grafico obtido a partir dos resultados experimentais e apos
realizar o teste de Anderson-Darling. Esse grafico ilustra que os residuos seguiram a

distribuicdo normal.
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Figura 6: Gréfico referente a normalidade dos residuos na validagdo de método por
DMA.

O teste de Durbin-Watson, utilizado para calcular a independéncia dos residuos, foi

realizando utilizando-se a equacao 13.

Dw = S Aei—ei1)? (13)

i=11i

Feito isso, em seguida, o valor de Dy foi comparado com os valores criticos do limite

inferior (D) e do superior (Dv), que foram calculados a partir das equacdes 14 e 15.

2,8607 34148

166400  (14)

D, ~1,9693 — == —+ =
- _ 3,0547 1,3862 16,3662 15
Dy ~ 1,9832 — 2 4 =5 4 0 (15)

Se Dw > Du, ndo ha autocorrelacdo e, portanto, os residuos sdo independentes. Se
DL< Dw < Du, o teste € inconclusivo e se Dw < DL os residuos apresentam correlagéo.
Nesse trabalho, Dw foi maior que Du, sendo Dw igual a 1,7139, Du igual a 1,4375 e DL
igual a 1,2504. Dessa forma, os residuos foram considerados independentes.

A Figura 7 ilustra o grafico obtido a partir dos resultados experimentais e confirma o
comportamento independente dos residuos.
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Figura 7: Gréfico ilustrativo da independéncia dos residuos na validagcdo de método
por DMA.

Visando analisar a homoscedasticidade dos residuos, o teste de Levene foi realizado

utilizando-se a equacgéo 16 a seguir, em que n; € o numero de replicatas do nivel j, m

representa o numero de niveis, z; € média de z;. do nivel j e Z é a média de todos 0s

Zju.

s 1nj(z_j—z_)2
m—1 (16)
Z]zlzgi1(zju—_zj )2
2}11(71]'—1)

Fcalc -

O valor de zj, foi calculado com a equacgéo 17, em que eju € o residuo correspondente

a u-ésima replicata do nivel j e Mede, € a mediana dos residuos do nivel j.
Zju = |eju - Medejl (17)

Apos os calculos, o valor do Fcac foi comparado com o do Fiay [a = 0,05; m — 1;

2™ (n; — 1)]. Oteste estabelece que os residuos sdo homocedasticos se Fcaic < Ftab.
j=1

Nesse trabalho, o valor do Fcaic foi de 0,1849 e o do F:p foi de 4,54. Sendo assim, 0s

residuos foram considerados homocedasticos.

A equacéo da reta obtida a partir dos dados foi y = 0,1255 x + 0,0022, com o valor de
R? sendo 0,9977. Sendo R? o valor que indica o qudo préximo estdo os valores da
linha de regresséo ajustada, quanto mais préximo de 0,1 (ou 100%), melhor € o
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modelo linear. Percebe-se que o método desenvolvido produziu um grafico que
demonstrou haver proporcionalidade direta entre os resultados e a concentracédo do
analito na amostra. Além disso, apresentou valores bem préximos a linha de

regressao. Dessa forma, o parametro linearidade foi atendido.

Para confirmar a linearidade dos valores, o teste-t foi realizado pela equacéo 18, em

gue rw € o coeficiente de correlagdo ponderado.

VN=2
Vi- 2

trw = |rW | (18)

O célculo de rw foi feito utilizando a equacéo 19, em que j é o j-ésimo termo do i-
€simo nivel e w; € o0 peso correspondente ao nivel i.

S Lic Z{:l Wil =00y -y (29)

rw = =
w VSixw Syyw \/Zl Z] W'(x‘—)?)Z x3 Z] wg -y 2
i=1%j=1 i i i=1%j=1 { ij

O valor de w; foi calculado com o auxilio da equacédo 20, em que_s,‘z_yé a média das
variancias das respostas instrumentais e s2,€ a variancia das respostas instrumentais

no nivel i.

wi = (20)

‘<U)N QA ~

=

Ao final, o valor de trw (99,7639) foi maior que o de t:a» (2,4138) considerando a =
0,05 e N-2. Por isso, a hip6tese nula Ho foi rejeitada, rw = 0,9989, ou seja, houve
correlacéo linear entre os dados testados.

5.1.2.2 Limites de deteccédo e quantificacéo

ApoOs a leitura de 21 brancos da solugéo de Triton X-100 0,1%, com as absorbancias
obtidas calculou-se as quantidades em ng (usando a curva de calibracdo) e o desvio
padrédo desse conjunto foi empregado nas equacdes 21 e 22 a seguir a fim de calcular

oLDeoLQ.
LD=3xs (21)

LQ=10xs (22)
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Sendo s o desvio padrédo das quantidades de Hg obtidas para 21 brancos analiticos,

o resultado obtido para o LD foi 0,018 ng e para o LQ foi 0,054 ng.

Nesse caso a faixa de trabalho da técnica € de 0,054 a 3,5 ng de Hg, que se
considerarmos o volume de amostra depositado na barquinha como 25 L e a diluicéo
do sangue na proporcdo 1:1 corresponde a uma faixa de trabalho do método de 4,32
a 280 pg/L. Esse pequeno volume de amostra foi avaliado, pois em algumas
situacbes a quantidade de amostra disponivel pode ser bem pequena. Entretanto,
essa faixa de trabalho pode ser reduzida, empregando-se volumes maiores de
amostras. Por exemplo, adicionando-se 100 pL de amostra diluida na mesma
proporcéao (1:1), a faixa de trabalho vai de 1,08 a 70 pg/L.

5.1.2.3 Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada a partir dos valores de HORRAT, com base em desvios
padrao relativo experimental e teérico em cada nivel de massa. Utilizou-se, entdo, o
valor de DPRHomitz (%) tedrico obtido a partir da equacdo 23, em que C € a

concentragéo expressa em porcentagem massa/massa para o DMA.
DPRHorwitz(%) = 2(1—0,5logC) (23)

O valor de HORRAT foi calculado utilizando a equacao 24 a seguir, em que DPR é o
desvio padrédo relativo obtido a partir dos dados experimentais e PDPRRr é 0 desvio
padréo relativo predito, na concentragdo em porcentagem massa/massa de interesse.

— DPR ppr
HORRAT = ToPRe = 30018 (24)

Para que um método seja repetitivo, o valor de DPR deve ser menor que 2/3 do

DPRyorwitz € 0 de HORRAT deve ser menor ou igual a 2. Os resultados obtidos estéo

na Tabela 8

Tabela 8: Valores referentes ao teste de HORRAT para repetibilidade no DMA.

Massa ~ DPR  2,,ppr  DPR  HORRAT
(ng) Horwitz  Horwitz
0,50 50,2 33,47 7,86 0,16
2,00 40,8 27,2 2,80 0,07

Repetibilidade
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Frisa-se que 2/3 do DPRuorwitz € igual a 33,47 para o nivel 0,5 ng e 27,2 para o 2,0
ng. Dessa forma, os valores obtidos para DPR (7,86 e 2,80) e para HORRAT (0,16 e

0,07) atendem aos critérios estabelecidos e, por isso, 0 método é considerado
repetivel.

5.1.2.4 Precisao Intermediaria

Na andlise da precisao intermediéria, foram utilizadas as mesmas equacdes (23 e 24)
do topico anterior e 0s mesmos valores referéncia para aceitacdo. Os resultados, que

indicam que o método é reprodutivel, encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9: Valores referentes ao teste de HORRAT para precisao intermediaria no DMA.

Massa DPR 2/3 DPR DPR HORRAT

(ng) Horwitz  Horwitz
Precis&o 0,50 50,2 33,47 8,00 0,16
intermediaria 2,00 40,8 27,2 4,10 0,10

5.1.2.5 Tendéncia ou recuperagéo

A recuperacao foi calculada pela equacdo 25, em que Mpet € a concentragdo em
massa determinada do analito na amostra fortificada, Mam € a massa do analito
existente na matriz branca, ou seja, antes da fortificacdo. e a Mror€ a massa teorica
de analito adicionado & amostra branca. A Mam foi determinada a partir de analise de

uma triplicata de amostra sem fortificagao.

Y%recuperacio = UMpec=Manl) 10 (25)
For
Os resultados obtidos para a recuperacao tanto da repetibilidade quanto da precisao
intermediéria variaram, em média de 104,9% e 109,6%. Como a faixa aceitavel para
esse parametro € de 80% a 120% verifica-se que, o método obteve exatidao

adequada.

5.1.2.6 Robustez

Na andlise da robustez, foi utilizado o teste de Youden. Para isso, foram calculadas a
média e a variancia (si?) para cada andlise em duplicata. Os efeitos de cada parametro
variado foram calculados utilizando a equacédo 26, em que A corresponde ao

parametro avaliado.
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Efeito A= Y. médias das respostas para A no nivel nominal
4

Y. média das respostas para A nonivel avaliado
4

(26)

Em seguida, estimou-se a variancia dos efeitos (s?) pela equacédo 27, emque u; = N —
1 graus de liberdade de cada ensaio. Nesse trabalho, N foi igual a 2 pelos

experimentos terem sido feitos em duplicata.

3 uys?

$EE S @)

O erro padréo do efeito (E) foi calculado utilizando a equagao 28 a seguir, sendo a
raiz quadrada da variancia (desvio padréo) dividido por dois.

E =$ (28)

O valor obtido para E foi multiplicado por 2,306, que € o valor do t de Student para oito
graus de liberdade, com 95% de confiangca para experimentos realizados em
duplicata. O resultado dessa multiplicacédo refere-se a linha de significancia (LS) do

efeito, ou seja, estabelece que a partir desse valor o efeito se torna significativo.

Por isso, se o valor absoluto do efeito for maior que o valor de LS, o respectivo fator &
considerado significativo a um nivel de confianca de 95%, e deve ser implementado
um maior controle sobre o mesmo durante o preparo da amostra de forma que ele nédo

sofra variacoes.

Feito isso, utilizou-se o teste F para analisar se havia diferenca estatistica significativa

entre os valores dos resultados obtidos para cada condigao.

Para finalizar, o desvio padréao dos efeitos (Spi) foi calculado a partir da equagao 29 a

seguir, em que D? é o quadrado do valor de cada efeito.

2
Soe=V2x 2 (29)
O Spi foi comparado com o desvio padrdao obtido em condicbes de precisédo
intermediaria. O valor de Sp; deve ser menor do que o valor obtido em condicdes de

precisao intermediaria.
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As variacdes dos parametros realizadas nos testes de robustez desenvolvidos nesse

trabalho estdo demonstradas na Tabela 10.

Tabela 10: Valores do nivel baixo e do nivel alto referentes a cada fator alterado na
validacdo no DMA.

FATOR NIVEL BAIXO NIVEL ALTO
Temperatura secagem (°C) 280,000 300,000
Tempo secagem (s) 27,000 30,000
Temperatura atomizacéo (°C) 600,00 650,00
Tempo atomizacao (s) 2,50 3,00
Pipetagem Repipetador (repipe.)  Micropipeta (micropi.)
Triton (%) 0,10 0,05

As condicOes descritas no nivel alto foram as utilizadas nos experimentos, ou seja,
comp®em o nivel nominal. As descritas na coluna nivel baixo foram determinadas para

avaliar a robustez do método.

A Tabela 11 a seguir resume o planejamento experimental realizado a afim de otimizar
os experimentos. Vale ressaltar que cada experimento foi feito em duplicata e a média
dos valores de seus resultados foi utilizada para concluir acerca da robustez do

método. Esses resultados também estdo demonstrados na Tabela 11.

Tabela 11: Planejamento experimental para os experimentos referentes a robustez
para validagcdo no DMA.

EXPERIMENTO

FATOR 1 2 3 4 5 6 7 8
Temperatura pirélise (°C) 300 300 300 300 280 280 280 280
Tempo pirdlise (s) 30 30 27 27 30 30 27 27
Temperatura atomizacéo (°C) 650 600 650 600 650 600 650 600
Tempo atomizacao (s) 3 3 2,5 2,5 2,5 2,5 3 3
Pipetagem micropi. repipe. micropi. repipe. repipe. micropi. repipe. micropi.
Triton (%) 0,05 0,1 0,1 0,05 0,05 0,1 0,1 0,05
Média dos sinais 0,0131 0,0111 0,009 0,00925 0,0097 0,011 0,01145 0,0105

Utilizando o teste de Youden previamente descrito e com o auxilio das ferramentas de
célculo do Microssoft Excel, conclui-se que os fatores em conjunto ndo alteram o
resultado. A Unica variavel que demonstrou alteracao significativa diante da variacéo
foi a “tempo de atomizacdo”. Uma explicagédo para tal fato € que no tempo de 2,5
segundos nao foi atomizado todo o mercurio presente na amostra, sendo necessario

gue essa etapa ocorra em trés segundos. Dessa forma, ao manter controlado o tempo
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de atomizacdo em trés segundos, que é a condicdo de fato utilizada, o método se

torna robusto.

A Tabela 12 resume as informacdes obtidas apods a validagdo do método analitico por
DMA.
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Tabela 12: Resumo dos dados e das informacdes obtidas apds validagcdo de método no DMA.

Precisdo intermediaria

_ dad Repetibilidade b LD LQ
Linearidade 0,50 ng de Hg 2,00 ng de Hg 0,50 ng de Hg 2,00 ng de Hg Robustez (ng) (ng)
HORRAT =0,16 HORRAT = 0,07 HORRAT =0,16 HORRAT = 0,10
DPR Horwitz = 50,2 DPR Horwitz = 40,8 DPR Horwitz = 50,2 DPR Horwitz = 40,8 Significativo Tebi
y=0,1255x + apenas 0,018 g?)rslzo
0,0022,R? = 2/3 de DPR H = 33,45 2/3 de DPR H =27,20 2/3 de DPR H = 33,45 2/3 de DPR H = 27,20 para tempo ’
0,9977 de
DPR =7,86 DPR =2,80 DPR =8,00 DPR =4,10 atomizacao

Recuperacao: 109,7%

Recuperacéo: 105,7%

Recuperacéo: 104,7%

Recuperacéo: 109,5%
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5.2 Desenvolvimento e Validagdo de Método Analitico no TXRF

5.2.1 Otimizacdo do método analitico

Nas analises por TXRF a formacgdo do filme fino € uma das etapas mais criticas,
principalmente para amostras sem digestdo como € o caso deste trabalho. Desta
forma, a etapa inicial foi avaliar diferentes condi¢cdes para o tratamento simplificado
da amostra, que possibilitassem a obtencdo de um filme adequado e resultados
analiticos satisfatorios.

Na Tabela 13 sdo apresentadas as % de recuperacao para As, Cr, Ni e Se quando se
utilizou diferentes diluentes em duas diluigcbes distintas (baseando-se na Tabela 4
desse trabalho). Na Figura 8 pode-se visualizar os aspectos dos filmes formados ao

utilizar diluente alcalino e solucao de Triton X-100 0,5%.

Tabela 13: Porcentagens de recuperacéo para cada metal na fase de otimizacédo do
método para TXRF.

EXPERIMENTO
METAL A B C D E F G H
Arsénio 51,38 63,52 108,32 127,62 48,4 63,82 87,16 136,16
Cromio 41,76 42,34 70,7 79,62 36,64 43,92 72,32 90,04
Niquel 22,94 23,88 49,86 56,32 25,5 21,2 52,18 46,62
Selénio 26,22 29,82 52,32 60,06 27,14 27,34 50,88 63,22

Figura 8: Filmes formados a partir do preparo da amostra com diluente alcalino (1) e
com Triton X-100 0,5% (2).
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Inicialmente, os filmes feitos a partir de amostras diluidas em diluente alcalino foram
satisfatorios. Entretanto, a medida que o tempo entre o preparo do filme e a leitura no
equipamento aumentava, as bordas do filme se desprendiam do disco, além de
craquelarem. Em casos assim, as amostras ndo podem ser analisadas, pois além de
prejudicar os resultados analiticos, pode causar algum dano no detector. As Figuras
9 e 10 ilustram o comportamento do filme apos se passar um tempo entre 0 preparo

da amostra e a leitura no equipamento.

Figura 9: Craquelamento do filme e desprendimento de suas bordas ap6s o preparo
com diluente alcalino.

Figura 10: Craguelamento do filme e desprendimento de suas bordas apés o preparo
com Triton X-100 0,5%.
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Diante disso, realizou-se um teste em que a amostra de sangue foi diluida em agua
ultrapura e foi depositada sobre o disco sem que ele estivesse sido siliconizado
previamente. Essa etapa de siliconizacdo do disco de quartzo € realizada a fim de que
a amostra liquida ndo se espalhe pelo disco. Isso porque a sua superficie € hidrofilica

e o silicone auxilia na hidrofobizacéo do disco.

ApGs a realizacdo desse teste, constatou-se que a melhor maneira de se obter um
filme que atendesse aos critérios de aceitacdo para leitura por TXRF foi diluindo o
sangue em agua ultrapura e utilizando discos de quartzo nao siliconizados. Dessa
forma, obteve-se um filme fino, com espessura inferior a 500 ym, homogéneo e com
o diametro menor que 10 milimetros. Caso a espessura do filme néo fosse fina, o
detector poderia ser danificado e, até mesmo, contaminado ao encostar ha amostra
no momento da leitura. Em relacdo a homogeneidade, um filme heterogéneo néo

garantiria a eficacia da leitura.

Evidentemente, os resultados analiticos também devem ser considerados e para
avaliar a % de recuperacao obtida nessas condi¢des, analisou-se duas amostras de
sangue bovino fortificadas com 100 pg/L dos analitos, empregando-se uma diluicdo
de 1:5 e 400 pg/L de Ga como padréo interno. Os resultados médios das recuperacdes
para os metais podem ser visualizados na Tabela 14. Todos ficaram dentro da faixa
aceitavel de 80 a 120%.

Tabela 14: Recuperacdo média para cada metal ap6s o filme ter sido preparo com
agua e sem ser siliconizado.

METAL Recuperagdo média (%)

Arsénio 92,81
Crémio 89,45
Niquel 81,79
Selénio 97,99

Na Figura 11 é possivel observar a aparéncia do filme gerado e na 12 o espectro

obtido apos a leitura dessas amostras.
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Figura 11: Filme formado sobre o disco néo siliconizado ap0s utilizar 4gua ultrapura
como diluente.
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Figura 12: Espectro obtido apds anélise da amostra de sangue fortificado com metais
a 100 pg/L.
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5.2.2 Etapas da validacdo do método analitico

Assim como a técnica DMA, a TXRF também dispensa a etapa de seletividade na
validacdo de um método analitico. Além disso, a técnica dispensa a etapa linearidade
por que utiliza o padréo interno para quantificagdo. Os critérios utilizados para avaliar
as outras etapas (limites de deteccdo e quantificacdo, repetibilidade, precisédo
intermediaria e robustez) foram os mesmos descritos nos topicos 5.1.2.2, 5.1.2.3,
5.1.2.4 e 5.1.2.6 desse trabalho, respectivamente, e a recuperacdo (avaliagdo da
exatidao) obtida nas etapas de repetibilidade e precisédo intermediaria foi semelhante

ao topico 5.1.2.5.

Uma diferenca entre as duas validacdes € que a do DMA foi feita em unidade de
massa (ng) e a do TXRF em concentracdo (ug/L). A seguir, serdo mostrados 0s
resultados obtidos em cada uma das etapas da validacado do método analitico para os

metais arsénio, cromio, niquel e selénio.
5.2.2.1 Limites de deteccéo e quantificacéo

Os limites de detecc¢éo séo fornecidos pelo proprio equipamento apos as analises. O
célculo para o LQ foi feito da mesma maneira descrita no topico 5.1.2.2 e a sua
confirmacao foi feita analisando as recuperacdes para cada metal. Tanto o valor médio
encontrado para o LD quanto o para o LQ foram baixos, ou seja, satisfatérios. Os
valores das recuperacdes médias para cada metal foram acima de 80%, ou seja,
atenderam a faixa de recuperacao aceitavel (de 80% a 120%). A Tabela 15 demonstra

os resultados para LD, LQ e recuperacao para cada metal.

Tabela 15: Valores de LD, LQ e recuperacéo para cada metal.

Metal LD (ug/L) LQ (ug/L) Recuperacao (%)

Arsénio 0,15 0,51 99,5
Cromio 0,31 1,03 97,7
Niquel 0,21 0,68 98,1
Selénio 0,10 0,32 99,7

Vale destacar que essa etapa da validacdo para TXRF foi feita sem a utilizacdo da
matriz sangue. Ou seja, ao contrario dos experimentos realizados no DMA para
analise de LQ e LD, nédo foram feitas leituras de amostra de sangue fortificado com
metais. Isso porque havia disponiveis amostras brancas para mercurio, mas nao para
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arsénio, cromio, niquel e selénio, que mesmo em baixas concentracdes afetariam a
avaliacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo. Dessa forma, caso as leituras
tivessem sido feitas das amostras de sangue fortificada com esses metais, haveria um
erro no resultado. Por isso, ficou estabelecido que a etapa de determinacdo de LD e
LQ para o TXRF seria feita a partir de amostras brancas do diluente que, nesse caso,

foi a agua ultrapura.
5.2.2.2 Repetibilidade e exatidao

Na andlise da repetibilidade para o TXRF foram utilizadas as mesmas equacdes (23
e 24) do tépico 5.1.2.3 e os mesmos valores referéncia para aceitagdo, porém, o
célculo foi feito utilizando as concentracées dos metais, e ndo a massa como foi para
0 mercurio no DMA. Os resultados obtidos apds o0s experimentos encontram-se na
Tabela 16.

Tabela 16: Valores referentes ao teste de HORRAT para repetibilidade no TXRF (n=6).

2/
Concentragéao DPR 3 DPR Recuperacéo
Metal (Lg/L) Horwitz DPR (%) HORRAT (%)
Horwitz

Arsénio 20 28,83 19,22 5,63 0,20 107,7
50 25,12 16,75 3,28 0,13 106,1

- 20 28,83 19,22 9,01 0,31 92,03
cromio 50 2512 1675 7,09 0,28 81,18

Repetibilidade ’ ' ’ ' ’
. 20 28,83 19,22 8,95 0,31 83,86
Niquel

50 25,12 16,75 2,08 0,08 80,09

Selénio 20 28,83 19,22 4,53 0,16 95,68
50 25,12 16,75 4,83 0,19 94,00

Os resultados acima mostram que o método € repetivel uma vez que o valor de DPR
€ menor que 2/3 do DPRuorwitz € 0 de HORRAT deve ser menor ou igual a 2. Vale
ressaltar que as recuperagfes para cada metal ficaram entre 80% e 120%, que é a
faixa aceitavel para a exatiddo do método.

5.2.2.3 Precisao intermediaria

A analise da precisdo intermediaria do método, foi feita da mesma forma descrita no
topico 5.1.2.4, porém, variando o dia de analise e a analista. Os resultados

demonstrados na Tabela 17.
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Tabela 17: Valores referentes ao teste de HORRAT para precisao intermediaria no

TXRF (n=12).
Concentragéo DPR 2/3 DPR Recuperacéo
Metal (Lg/L) Horwitz DPR (%) HORRAT (%)
Horwitz

Arsénio 20 28,83 19,22 5,70 0,20 115,0
50 25,12 16,75 6,70 0,27 1147
Crémio 20 28,83 19,22 13,30 0,46 104,2
Preciséo 50 25,12 16,75 12,30 0,49 95,88
intermediaria Niquel 20 28,83 19,22 6,70 0,23 85,74
50 25,12 16,75 5,70 0,25 87,97
A 20 28,83 19,22 6,30 0,22 106,6

Selénio
50 25,12 16,75 11,70 0,52 111,3

Esses resultados indicam que o método é reprodutivel para os metais descritos. 1sso
porque os valores de DPR foram todos menores 2/3 do DPRuorwitz € 0S de HORRAT

menores que 2. Além disso, as recuperacdes ficaram dentro da faixa aceitavel, de
80% a 120%.

5.2.2.4 Robustez

A analise de robustez para o método desenvolvido no TXRF foi realizada utilizando os
mesmos calculos e os mesmos critérios de aceitacdo descritos no topico 5.1.2.6. As

variacfes dos parametros realizadas na robustez estdo demonstradas na Tabela 18.

Tabela 18: Valores do nivel baixo e do nivel alto referentes a cada fator alterado na
validag&o no TXRF.

FATOR NIVEL BAIXO NIVEL ALTO
Estufa Com circulacdo de ar  Sem circulacéo de ar
Tempo entre preparo e leitura 24 horas imediato
Tempo de secagem (min) 35 30
Temperatura de secagem (°C) 65 60

A Tabela 19 resume o planejamento experimental realizado a afim de otimizar os

experimentos.
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Tabela 19: Planejamento experimental para os experimentos referentes a robustez
para validacdo no TXRF.

EXPERIMENTO

FATOR 1 2 3 4 5 6 7 8

Estufa Com Com Com Com Sem Sem Sem Sem

Tempo elr;J[rSrgreparo € Imediato Imediato 24 hrs 24 hrs Imediato Imediato 24 hrs 24 hrs
Tempo de secagem (min) 60 60 65 65 65 65 60 60

Temperatura de secagem

5 30 35 30 35 30 35 30 35
(°C)

Cada experimento foi feito em duplicata e a média dos valores dos resultados para
cada um dos metais foi utilizada para concluir acerca da robustez do método. A Tabela

20 demonstra os valores dessas médias das concentragdes.

Tabela 20: Valor médio das concentra¢gdes para cada metal nos experimentos
realizados para analisar a robustez do método.

EXPERIMENTO

METAL 1 2 3 4 5 6 7 8
Arsénio 54,82 54,91 62,11 61,43 545 54,68 5588 57,32
Concentrages Cromio 68,75 70,79 70,01 7621 72,05 71,71 74,23 77,38
médias (%)  Niquel 42,06 41,06 4518 44,74 427 4373 44,93 4481
Selénio 55,89 54,76 61,63 64,42 6041 58,16 60,08 59,93

Utilizando os mesmos testes descritos no topico 5.1.2.6, péde-se concluir que apenas
o fator “tempo entre preparo e leitura” foi significativo para niquel e para selénio. Dessa
forma, a leitura dos elementos niquel e selénio devem ser feitas de maneira imediata
apos o preparo da amostra. Para crébmio, nenhuma variacdo dos fatores foi
significativa. Ja para o arsénio, as alteragdes tanto no fator “tempo entre preparo e
leitura” quanto no “tempo de secagem” foram significativos. Desta forma, na
implementacdo do método na rotina, os filmes devem ser preparados no momento
das analises e o tempo de secagem deve ser de 30 minutos para que haja uma
condi¢cado de analise comum para todos os analitos. As variagcdes nos fatores “estufa”

e “temperatura de secagem” nédo influenciaram os resultados para nenhum metal.

A Tabela 21 resume as informagdes mencionadas, em que “sim” se refere ao fator

gue sofreu influéncia e “n&o” para aquele que nao sofreu.
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Tabela 21: Resumo dos resultados da influéncia da variacdo de cada fator na robustez

do método.
METAL
FATOR Arsénio Cromio Niquel Selénio
Estufa Nao Nao Nao Nao
Tempo enFre preparo e Sim N Sim Sim
leitura
Tempo de secagem (min) Sim N&ao Nao Nao
Temperatura de secagem N&o N&o N&o N&o

(°C)

A Tabela 22 resume o0s resultados obtidos para todas as etapas da validacdo do

método analitico no TXRF.
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Tabela 22: Resumo dos dados e das informagdes obtidas apo6s validagcdo de método no TXRF.
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Repetibilidade

Precisao intermediaria

Metal LD LQ Recuperagao Robustez
20 ug/L 50 pg/L 20 ug/L 50 pg/L LQ
HORRAT =0,20 HORRAT =0,13 HORRAT =0,20 HORRAT =027 Significativo
DPR Horwitz = 28,83 DPR Horwitz = 25,12 DPR Horwitz = 28,83 DPR Horwitz = 25,12 para tempo
~ . 213 de DPR Horwitz = 2/3 de DPR Horwitz = 2/3 de DPR Horwitz = 2/3 de DPR Horwitz = entre
AT 25,12 19,22 25,12 0.15 051 99,50% preparo e
DPR =5,63 DPR = 3,28 DPR =5,70 DPR =6,70 leitura e de
Recuperacdo = 107,7% Recuperagdo = 106,1% Recuperagdo =115,0% Recuperagdo = 114,7% secagem
HORRAT =0,45 HORRAT =0,28 HORRAT =0,46 HORRAT =0,49
DPR Horwitz = 28,83 DPR Horwitz = 25,12 DPR Horwitz = 28,83 DPR Horwitz = 25,12 Sem
rAmin i/g?jzdze DPR Horwitz = ;g?:ldze DPR Horwitz = i/932dze DPR Horwitz = gg?;ldze DPR Horwitz = 031 1,03 97.70% atteracdes
DPR = 13,04 DPR = 6,92 DPR = 13,3 DPR = 12,3 significativas
Recuperacdo =92,03% Recuperacdo =81,18% Recuperacdo =104,2% Recuperacdo = 95,88%
HORRAT =0,20 HORRAT =0,12 HORRAT =0,23 HORRAT =0,23
DPR Horwitz = 28,83 DPR Horwitz = 25,12 DPR Horwitz = 28,83 DPR Horwitz = 25,12 Significativo
2/3de DPR Horwitz = 2/3de DPR Horwitz = 2/3 de DPR Horwitz = 2/3 de DPR Horwitz = apenas para
Niquel 19.22 2512 19,22 2512 0,21 0,68 98,10% tempo entre
DPR = 5,89 DPR = 3,01 DPR = 6,7 DPR =5,7 pﬁﬁﬁ:‘; ©
Recuperacdo = 83,86% Recuperacdo =80,09% Recuperagédo =85,74% Recuperacdo =87,97%
HORRAT =0,16 HORRAT =0,19 HORRAT =0,22 HORRAT =0,52
DPR Horwitz = 28,83 DPR Horwitz = 25,12 DPR Horwitz = 28,33 DPR Horwitz = 25,12 Significativo
2/3 de DPR Horwitz = 2/3 de DPR Horwitz = 2/3 de DPR Horwitz = 2/3 de DPR Horwitz = apenas para
Selénio 19,22 25,12 19,22 25,12 0,1 0,32 99,70% tempo entre
DPR = 4,53 DPR = 4,83 DPR = 6,30 DPR =11,70 1Qdegéto e
Recuperacéo = leitura

Recuperacao = 95,68%

Recuperacao = 94,00%
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=111,33%
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6. CONCLUSAO

Métodos simples e com sensibilidade adequada foram desenvolvidos e validados para
a determinacdo de Hg, As, Cr, Ni e Se em sangue animal. Tais métodos foram
propostos visando a aplicacdo para analise de pequenas quantidades de amostra
(poucos pL), o que pode ser limitante para outras técnicas analiticas. A determinacao
destes metais, que podem apresentar efeitos toxicos, é importante na avaliagdo de
impactos ambientais ocorridos por diversas fontes. Além disso, as contaminagdes por
metais toxicos envolvendo animais domésticos também podem ser analisadas

utilizando os métodos desenvolvidos.

Apos finalizados os experimentos, péde-se concluir que as validacdes dos métodos
analiticos, tanto para mercurio em DMA quanto para arsénio, cromio, niquel e selénio
no TXRF foram bem sucedidas e os resultados obtidos atendem os parametros

estabelecidos para validacao.

A confirmagéo de que € possivel analisar amostras de sangue animal utilizando as
duas técnicas previamente mencionadas contribui para ampliar as opgdes de técnicas
disponiveis para os analistas de laboratério. Além disso, a DMA e a TRXF oferecem
diversas vantagens frente as metodologias analiticas classicas, conforme

apresentado nesse trabalho.

Como perspectiva futura tem-se o aperfeicoamento da etapa de preparo da amostra
a fim de validar outros metais utilizando o método desenvolvido. Além disso, a analise

de outras matrizes biolégicas, como soro, urina e leite, também é um dos objetivos.
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