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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODOS DE PRE-CONCENTRACAO PARA A
DETERMINACAO DE ELEMENTOS TRACO E ESPECIAQAO DE CROMO E
ARSENIO EM AMOSTRAS AGRICOLAS. A producdo agricola sustentavel é
indispensavel para atendimento da demanda crescente por alimentos, sendo essencial o
controle nutricional e a avaliacdo dos riscos associados a contaminacdo por elementos
toxicos em matrizes agricolas e aquicolas. Nesse contexto, a presente tese avaliou novas
metodologias de pré-concentracdo e especiacdo quimica com o emprego de diferentes
técnicas de determinacdo, como a espectrometria de emissdo optica com plasma induzido
por micro-ondas (MIP OES), a cromatografia liquida associada a espectrometria de massas
com plasma acoplado indutivamente (LC-ICP-MS), a espectrometria de absor¢édo atbmica
por chama (FAAS) e a espectrofotometria (UV-VIS) para analise de amostras de pescados
e fertilizantes organicos. A extracdo em fase sélida (SPE) para determinacdo de As, Cd,
Cr, Cu, Hg, Pb e Zn em carne e peixe e a coprecipitacdo para determinacdo de As e Cd em
peixes foram os procedimentos de pré-concentracdo empregados para aumentar a
sensibilidade do MIP OES. Planejamento experimental foi aplicado na otimizacdo dos
métodos, sendo a veracidade avaliada com anélise de materiais de referéncia certificados
(CRMs) e comparagdo com outra técnica instrumental, ICP-MS. Os valores encontrados
foram concordantes, demostrando a viabilidade dos métodos. A especiacao quimica de As
e Cr em pescados foi realizada por LC-ICP-MS, sendo a extracdo das especies definida
com aplicacdo de planejamentos experimentais. A veracidade dos procedimentos foi
verificada pela andlise de quatro CRMs e em teste de adicdo e recuperagdo. Por fim foi
desenvolvido método para especiacdo de Cr(V1) em fertilizante organico. Este método se
mostrou adequado para determinacdo por FAAS e UV-VIS, com limites de deteccédo
respectivamente 1,4 e 1,8 mg kg, inferiores ao valor maximo permitido pela legislagdo
brasileira, 2,0 mg kg. A veracidade do método foi avaliada com o emprego de dois CRMs

e por teste de adicdo e recuperacao.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF PRECONCENTRATION METHODS FOR DETERMINATION
OF TRACE ELEMENTS AND SPECIATION OF CHROMIUM AND ARSENIC IN
AGRICULTURAL SAMPLES. Agricultural sustainable production is indispensable to
meet the growing demand for food and nutritional control. The risk assessment associated
with contamination by toxic elements in agricultural and aquaculture matrices are essential.
In this context, the present thesis evaluated new methodologies for pre-concentration and
chemical speciation methods using different determination techniques, such as microwave-
induced plasma optical emission spectrometry (MIP OES), liquid chromatography
associated with inductively coupled plasma mass spectrometry (LC-ICP-MS), flame
atomic absorption spectrometry (FAAS) and spectrophotometry (UV-VIS) for analysis of
fish and organic fertilizer samples. Solid-phase extraction (SPE) for As, Cd, Cr, Cu, Hg,
Pb and Zn determination in meat and fish, and co-precipitation for As and Cd determination
in fish were the pre-concentration procedures used to increase the sensitivity of the MIP
OES. Experimental planning was applied to optimize the methods, being the trueness
evaluated with analysis of certified reference materials (CRMs) and comparison with
another instrumental technique, ICP-MS. The values found were in agreement with
reference values, demonstrating the feasibility of the methods. The chemical speciation of
As and Cr in fish was performed by LC-ICP-MS, and the extraction of the species was
defined using experimental designs. The trueness of the procedures was verified by the
analysis of four CRMs and with addition and recovery experiment. Finally, a method for
speciation of Cr(VI) in organic fertilizer was developed. The method proved to be adequate
for determination by FAAS and UV-VIS. It provided limits of detection of 1.4 and 1.8 mg
kg, respectively, lower than 2.0 mg kg, the maximum value allowed by the Brazilian
regulation. The trueness of the method was evaluated using two CRMs and the addition

and recovery technique.
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INTRODUCAO

A estimativa do crescimento da populacdo mundial segundo a ONU € de 9,7
bilhdes de pessoas em 2050 [1]. O principal desafio sera a alimentacdo desta
populacéo, pois a parcela de pessoas em zonas urbanas tem crescido notavelmente.
Desta forma, ndo somente é necessario aumentar a producdo agricola quanto a
sustentabilidade das atividades é definitivamente indispensavel para atendimento da

demanda por alimentos [1,2].

O Brasil é considerado um dos grandes produtores mundiais agropecuarios,
tendo o PIB do setor apresentado crescimento de 2% em 2020. Nesse cenario, 0 uso
de fertilizantes organicos € uma das alternativas empregadas para o aumento da
producdo agricola. Outro mercado importante para o Pais € o referente a aquicultura,
na qual se inclui a producdo de frutos do mar ricos em proteinas e aminoacidos
essenciais, além de ser fonte alimentar de acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa (6mega-3), minerais essenciais (calcio, fosforo, zinco, ferro, selénio e iodo) e

vitaminas (A, B e D), com importantes funcdes para a satide humana [3,4].

Contaminantes em fertilizante organico e pescado, como As, Cr, Cd, Pb e Hg
também se apresentam como preocupantes. De forma geral, a concentracdo dos
elementos toxicos varia de acordo com a matriz. Para os fertilizantes, a procedéncia
dos materiais que 0s geraram; no caso dos pescados, essa variacdo é determinada pela
contaminacdo antropogénica e pela espécie, dentre outros fatores [5,6]. Alguns
6rgdos reguladores tém estabelecido limites maximos permitidos, com intuito de
assegurar a saude publica. Um dos parametros de avaliacdo da qualidade dos
pescados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da
Resolucdo - RDC N° 487, IN 88 de 26/03/2021 (ANVISA, INSTRUCAO
NORMATIVA-IN N° 88, DE 26 DE MARCO DE 2021, Pub. L. No. IN-88, Diario
Oficial da Unido (2021), no Brasil, € o teor total dos elementos. No entanto, sabe-se
que apenas esse dado ndo fornece informacGes sobre a biodisponibilidade,

essencialidade ou toxicidade dos elementos nos organismos vivos em geral. Como

1



exemplo, a Resolucdo 487 ja estabelece limites maximos de As inorganico em

férmulas infantis e alimentos para lactantes [7].

O desenvolvimento de métodos analiticos para a analise elementar de pescados
e fertilizantes é fundamental para a qualidade e a seguranca alimentar. Para essa
finalidade, verifica-se que a predominancia do uso de técnicas espectrométricas. A
espectroscopia de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES)
€ uma das técnicas espectroscopicas que tem sido empregadas para andlise de
pescados. Plasma de nitrogénio, fornecido por um gerador de nitrogénio a partir de
compressor de ar € utilizado como fonte de excitacdo, o que reduz o custo
operacional. Por outro lado, em funcdo da menor temperatura do plasma de nitrogénio
quando comparado ao plasma de argdnio, efeitos de matriz mais elevados sao
observados quando as determinacdes sdo realizadas por MIP OES [8]. Diversos
autores apresentam novas alternativas para viabilizar o uso dessa técnica para
diferentes tipos de amostras. Nesse sentido, entre outras estratégias estdo sendo

explorados estudos de pré-concentracao para aumento da sensibilidade [9-11].

A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) tem
capacidade multi-elementar e ampla faixa linear, sendo a alta sensibilidade sua
principal vantagem [12]. O ICP-MS tem sido explorado para a quantificacdo de
elementos essenciais e toxicos presentes em baixas concentracdes em fertilizantes e
pescados [13-15]. A grande maioria das aplicacdes € voltada para a determinacao dos
teores totais dos analitos. A separacdo e determinacdo das espécies quimicas
presentes em uma amostra, conhecida como especiacdo quimica apresenta-se como
cada vez mais necessaria por fornecer informacdes relacionadas a forma como o
elemento encontra-se na matriz, estado de oxidacdo e suas formas organicas e

inorgénicas [16].



OBJETIVO GERAL

Esta tese teve como objetivo principal desenvolver métodos de pré-
concentracdo para elementos trago e especiacdo quimica de As e Cr para analise de

amostras agrondmicas, pescados e fertilizantes organicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um método empregando a extracdo em fase solida (SPE) a fim
de aumentar a sensibilidade da espectrometria de emissdo Optica com plasma
induzido por micro-ondas (MIP OES) na determinacdo de elementos traco em
amostra de peixes e carnes;

e Avaliar a contaminacdo de As e Cd em peixes por MIP OES ap0s
metodologia de coprecipitacdo com cromato de prata;

e Explorar a cromatografia liquida associada a espectrometria de massas com
plasma acoplado indutivamente (LC-ICP-MS) na especiacdo de As e Cr em amostras
agricolas;

e Desenvolver método para especiacdo Cr(VI) em fertilizante organico por
meio da extracdo em ponto nuvem (CPE) e determinacdo por espectrometria de
absorgdo molecular UV-VIS e FAAS.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Aquicultura no Brasil

Estudo realizado pela Organizagcdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO) estima que a producdo mundial de pescado proveniente da
aquicultura chegue a 102 milhdes de toneladas em 2025 [4]. Neste cenario, dentre 0s
paises da América Latina, o Brasil devera registrar o maior crescimento, seguido pelo
México (54,2%) e pela Argentina (53,9%). E possivel que o incremento da pesca e
aquicultura, registrada até este periodo, seja maior que 100%. Paralelamente, o
consumo per capita de pescado no mundo tende a aumentar, principalmente na Asia,

Oceania, América Latina e Caribe.

Desde a década de 1990 a aquicultura ganhou forca como forma sustentavel de
atender o aumento do consumo de pescado e procurando evitar o impacto negativo
da pesca extrativista. Em 2018, peixes, crustaceos e moluscos representavam cerca
de 71% dos organismos cultivados e 38% do total de pescado (captura e cultivado),
totalizando 81 milhGes de toneladas. Destaque para peixes, com a producdo de 54
milhdes de toneladas, 47,40% do total da producdo aquicola. Com precos mais
acessiveis, a aquicultura apresenta-se como alternativa para a populacdo de menor
renda, para melhoria do bem-estar nas questdes relativas a nutricdo, emprego e renda
[2,4,6].

Para o crescimento sustentavel da aquicultura é necessario desenvolver bases
cientificas e tecnoldgicas solidas para solucionar as demandas do setor produtivo. Em
todo o territorio nacional, as condigfes para crescimento da producdo de inumeras
espécies sdo boas, especialmente as relacionadas a mercado, tecnologias, condicGes
climaticas e insumos, entretanto, a producao aquicola nacional continua concentrada
na tilapicultura, cujo desempenho tem sido expressivo. Além da tilapia, o tambaqui,
camardo, tambacu, tambatinga, dentre outras espécies também tém a sua participacao

nesse setor da economia. O Brasil reune as condicdes de se tornar grande produtor de
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pescado, substituir importacdes, ingressar ativamente no mercado global e alavancar

0 mercado doméstico [2,4,6,17].

Fertilizante orgéanico

Com relacdo ao uso do solo para atividades agricolas e agroindustriais, a
agropecuaria foi a atividade que mais cresceu nos ultimos anos. A média do Produto
Interno Bruto (P1B) do setor, que representa a soma em valores monetarios de todos
0s bens e servigos produzidos no pais, registrou alta de 2,0% em 2020, aumentando
a participacdo no PIB de 5,1% em 2019, para 6,8% em 2020, de acordo com o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Em relagdo as
exportacdes, no Brasil o agroneg0cio apresenta crescimento expressivo sendo que a
balanca comercial do agronegdcio registrou valor recorde no més de agosto de 2021
motivada, principalmente, pela alta dos precos internacionais das commodities
exportadas pelo Brasil. O valor exportado foi de US$ 10,90 bilhdes, 26,7% superior
ao exportado em agosto de 2020. A participacdo do agroneg6cio no total das
exportacdes do pais representa 40,1% (agosto/2021). O crescimento da produtividade
agricola esta diretamente relacionado ao crescimento populacional. Em 2050 a
populacdo mundial podera chegar a 9,7 bilhdes de pessoas e, para atender a essa
demanda, a ampliacdo na producéo de alimentos torna-se necessaria [1,18,19]. Nesse
aspecto, a utilizacdo de fertilizantes como complemento a disponibilidade de
nutrientes pelo solo é fundamental para assegurar a manutencao e o crescimento das
lavouras. Em 2020, cerca de 40,6 milhdes de toneladas de fertilizantes foram
comercializados para o plantio no Brasil, dos quais apenas 6,4 milhGes de toneladas
foram produzidas no pais [20].

Desta maneira, 0 aumento da producéo interna, juntamente ao uso eficiente de
fertilizantes, principalmente os macronutrientes (nitrogénio, fésforo e potassio) €
essencial e estratégico. Por um lado, para a diminuicdo da dependéncia dos precos
dos produtos agricolas em relacdo aos precos estabelecidos pelos paises exportadores
de fertilizantes e/ou matéria-prima e por outro, para que seja obtida méaxima

5



produtividade econdmica das culturas, minimizando as perdas de nutrientes para o
ambiente. O agricultor brasileiro tem buscado patamares produtivos mais altos,
criando demanda por tecnologias que resultem em aumento de eficiéncia no uso de
insumos. Paralelamente, as discussdes sobre o impacto ambiental do uso de
fertilizantes, apesar das conotagdes negativas, forcam o desenvolvimento de
estratégias mais sustentaveis de manejo da adubacéo.

O ambiente esta propicio a novos conceitos, ideias e tecnologias de produto e
de manejo em toda a cadeia produtora devido, principalmente, a renda gerada no
agronegacio brasileiro e a necessidade de se adequar as exigéncias internacionais para
a exportacdo dos produtos agricolas. Também deve ser considerada a continua
expansdo da demanda por nutrientes e consequente necessidade de aumento de seu
fornecimento para o setor agricola, o que abre boas perspectivas para a viabilizacdo
de novas fontes que vém sendo estudadas e parcialmente supridas pelo mercado com
a proposicdo de novos fertilizantes e exploracédo de fontes que até pouco tempo nédo
eram economicamente interessantes.

Dentre as diferentes estratégias que tém sido adotadas esta o uso de fertilizantes
organicos, produzidos a partir de residuos industriais e 0 uso de novas tecnologias
para a producédo de fertilizantes de maior eficiéncia ou de menor custo de producao.
No entanto, essas estratégias demandam acompanhamento e informacGes analiticas
voltadas ao controle de contaminantes e aos teores de nutrientes. Dentro deste
contexto esta a determinacdo do MAPA, através da Instrucdo Normativa n. 7 (2016),

que define 2 mg/kg como o maximo admitido de Cr(VI) [21].

Espectrometria de emissdo optica com plasma induzido por micro-
ondas (MIP OEYS)

A espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP
OES) é uma tecnica multielementar muito empregada para determinagdo de macro e

micronutrientes em uma ampla variedade de matrizes, apresentando caracteristicas



positivas tais como capacidade multielementar, bons LODs e ampla faixa linear. O
uso da radiacdo micro-ondas como uma fonte de plasma foi proposto na década de
50. No entanto, somente em 2012 a versdo comercial do equipamento foi
disponibilizada pela Agilent Technologies [8]. Este instrumento apresenta como
componentes principais o sistema de introducdo de amostra, fonte de excitacao,
sistema de alimentacdo do plasma e detector, operando com poténcia de 1000 W em
uma cavidade Hammer [22].

Na MIP OES, um plasma de nitrogénio gasoso ¢ empregado para as anélises. O
uso do N2 reduz significativamente os custos, quando comparado a outras técnicas
que utilizam argénio, como ICP OES e ICP-MS. A temperatura do plasma de
nitrogénio, de aproximadamente 5.000 K, € inferior as temperaturas obtidas com
plasma de Ar, por volta de 9.000 K . Devido a este fato, alguns efeitos de matriz séo
descritos quando do emprego do MIP OES, sendo que varios autores investigaram
estes efeitos para 0s mais diversos analitos [8,23,24]. A determinacdo de analitos
presentes em fertilizantes inorganicos e pescados empregando o MIP OES também

foi objeto de diferentes publicagdes [25-29].

Meétodos de pré-concentracao

Muitos trabalhos na literatura tém descrito estratégias para minimizar os efeitos
de matriz e possibilitar a andlise em matrizes complexas por MIP OES [8], pois a
técnica apresenta baixo custo e grande versatilidade. Estratégias convencionais e
novos métodos focados em calibracdo e correcdo de sinal possibilitam minimizar
eficientemente estes efeitos [30-35]. Os métodos de pré-concentracdo se apresentam
como excelentes alternativas tanto para a remog¢éao da matriz quanto ao melhoramento
da sensibilidade. Nesse contexto, diversos métodos tém sido descritos, possibilitando
a determinacéo de elementos presentes em quantidades traco por MIP OES. Dentre
0s métodos propostos, destacam-se a extracdo em ponto nuvem (CPE), também
empregada para especiacao quimica (Tabela 1), a extracdo em fase solida (SPE) e a

coprecipitacao.



CPE

A extracdo em ponto nuvem é um método que se baseia no fenémeno em que
uma solucdo aquosa de surfactante se torna turva por adicdo de uma substancia
apropriada ou por alteragdo de algumas de suas propriedades, como temperatura ou
pressdo. O surgimento da turbidez ocorre porque o surfactante atinge seu ponto
nuvem. Neste ponto, a solugdo original separa-se em duas fases distintas: uma rica
em surfactante e de pequeno volume, contendo o analito organico ou inorganico

desejado e uma outra, aquosa, de grande volume, que deve ser descartada [36].

SPE

A extracdo em fase sélida (SPE) € também um método bastante empregado
na separacao/pré-concentracdo de analitos. Esta estratégia consiste na separacao
liquido-s6lido, sendo que a amostra liquida passa através de um material absorvente
a uma vazdo constante e os analitos ficam retidos nessa fase absorvente para
posteriormente serem eluidos em pequenos volumes e a seguir direcionados para a
determinacgdo. Foram encontrados poucos trabalhos na literatura que empregam a
SPE para determinacdes por MIP OES [37-40].

Coprecipitacio

A coprecipitacdo € processo pelo qual substancias sollveis se incorporam aos
precipitados durante a sua formacdo. A depender da natureza do precipitado pode
ocorrer por formacdo de cristal misto isomorfo, oclusdo, ou adsorcdo superficial.
Entre as vantagens da técnica estdo o baixo custo, simplicidade e possivel aplicacdo
a varios analitos simultaneamente [41]. Na literatura somente um trabalho foi
encontrado descrevendo a aplicagéo da coprecipitacdo para determinacdo de analitos
por MIP OES [9].



Tabela 1. Trabalhos empregando a extracdo em ponto nuvem (CPE) para especiagdo quimica de As e Cr

Analito Amostra Complexante Surfactante LD (ug/L) Técnica Referéncia
Cr(I) i . 14
Agua do Mar APDC e 8-HQ Triton X-114 FAAS [42]
Cr(VI) 0,65
Amostras
Cr(In) o ) 0,6
ambientais e APDC Triton X-114 FAAS [43]
Cr(VI) o 10,6
bioldgicas
Cr(Il) i )
Aguas Br-PF Triton X-110 0,010 GF AAS [44]
Cr(VI)
As (111) Aguas de torneira, - )
Molibidato Triton X-114 0,010 GF AAS [45]
As (V) cabelos e unhas
Cr(l11) Agua do rio, mar ) 34
DDTC Triton X-114 HPLC-UV [46]
Cr(VI) e efluente 5,2
As (1) i )
Agua APDC Triton X-114 2,0 ICP-OES [47]
As (V)
Cr(I) . -
Agua PMBP Triton X-110 0,021 GF AAS [48]
Cr(VI)
Cr(l1) ) 2-Hidroxi-1-naftaldeido )
Agua Triton X-110 0,18 FAAS [49]
Cr(VI)
Cr(I) )
Soro humano PAN Triton X-114 0,02 GF AAS [50]
Cr(VI)

APDC: pirrolidina ditiocarbamato de amdnio; 8-HQ: 8 -hidroxiquinolina; Br-PF: dibromofenilfluorona; DDTC: Dietilditilcarbamato de sédio; PMBP: 1-fenil-3-metil-
4-benzoil-5-pirazolona; PAN: 1-(2-piridilazo)-2-naftol.



Espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente
(ICP-MS)

A espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) é
uma técnica multielementar que alem de ter uma ampla faixa linear apresenta alta
sensibilidade, possibilitando a determinacdo de elementos presentes em niveis traco
e a analise isotopica [12,51,52]. De forma geral, o ICP-MS é composto por um
sistema de introducdo de amostra, sistema de focalizacdo de ions positivos e de
separacdo de massas e detector. O Argbnio é o gas utilizado para formacédo e
manutenc¢do do plasma. Uma das grandes limitacGes dessa técnica esta relacionada a
interferéncia espectral, caracterizada pela presenca de ions poliatdbmicos que possuem
mesma razdo massa/carga (m/z) do analito [53-55]. Por exemplo, o is6topo mais
abundante do Cr é o de massa 52, que pode ser afetado pelo “°Ar'?C* presente no
meio. Para 0 As com massa 75, espécie monoisotopica, pode ocorrer interferéncia
devido a presenca das espécies poliatdmicas “°Ar*®Cl* entre outras, afetando a
confiabilidade da anélise, pois essas espécies podem suprimir ou aumentar o sinal
analitico. No entanto, o emprego de dessolvatadores no sistema de introducédo de
amostra, equacGes matematicas, cela de reacdo e colisdo, e por discriminacdo de
energia cinética (KED), sédo estratégias eficientes que permitem a minimizacao desses
problemas [53,56-59].

Cromatografia liquida aliada ao espectrémetro de massas com

plasma acoplado indutivamente (LC-1CP-MS)

A cromatografia liquida (LC) é uma técnica utilizada para separacdo de
componentes de uma mistura, proporcionando a separacao fisico-quimica de um alto
namero de compostos similares contidos em uma solucdo, com eficiéncia, rapidez e
detectabilidade [60-62]. Um sistema de LC € composto por reservatorios de fase
movel, ao qual € comumente empregado um filtro para garantir que somente o eluente
seja introduzido no sistema, uma bomba capaz de produzir uma vazédo constante e

reprodutivel, um medidor de presséo e um injetor [60,61]. E este sistema é acoplado
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a uma coluna e um detector, que tem a funcédo de identificar e quantificar os analitos

que sdo eluidos da coluna cromatogréfica [63].

As colunas cromatograficas de separacdo se apresentam como uma das partes
mais importante do sistema de LC. Divididas em colunas de fase normal e fase
reversa, sdo encontradas comercialmente em uma grande diversidade. As colunas de
fase normal sdo confeccionadas em silica e possuem grupos polares como amino,
ciano, diol e fenila. Essas colunas sdo comumente empregadas na separacdo de
substancias que apresentam baixa afinidade com a 4&gua, como por exemplo gorduras,
lipideos e Oleos. Ja as colunas de fase reversa sdo constituidas por particulas de silica
recoberta por hidrocarbonetos com diferentes cadeias alifaticas (C-2, C-8, C-18) e
permitem a anélise de substancias hidrofilicas e lipofilicas. Além da versatilidade, as
colunas de fase reversa apresentam outras vantagens como nao comprometimento
reprodutibilidade, menor adsorc¢éo irreversivel e eluicdo facilitada no modo gradiente
[60,63].

A cromatografia liquida é definida como um processo fisico-quimico de
separacdo dos componentes de uma mistura através da distribuicdo desses
componentes entre duas fases, mével e estacionaria. Mediante a passagem de uma
fase movel pela estacionaria, 0s componentes da mistura sao distribuidos entre as
duas fases, sendo seletivamente retido pela parte estacionaria, resultando em
componentes com diferentes tempos de retencdo, o que possibilita sua separacgéo e
deteccdo [60,62]. Para as espécies de As e Cr, a coluna de troca aniénica é comumente
empregada para a separacdo. Em coluna de troca anifnica, a fase estacionaria é
caracterizada por uma fase ligada com grupos de amina quaternaria, carregada
positivamente [64]. As espécies de As e Cr carregadas negativamente serdo retidas
na coluna por troca anibnica e eluidas por um anion concorrente presente na fase
movel. Este método ¢ descrito em diversas publicacfes voltadas a amostras agricolas
[65-69].
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O acoplamento LC-ICP-MS é uma estratégia que alia um método de separacao
com alta seletividade e uma técnica de deteccdo altamente sensivel e tem sido
bastante utilizada na analise de especiacdo quimica [68—73]. A especiacdo quimica é
campo que tem se consolidado ao longo dos anos. Trata-se de um tipo de analise que
envolve a separacdo e a determinagdo das formas ou espécies quimicas de um

elemento.

A IUPAC (International Union for Pure and Applied Chemistry) define a
especiacdo quimica de um elemento como um procedimento de avaliacdo da
distribuicdo do metal entre varias formas ou espécies em uma determinada matriz. De
forma sistematica os niveis de estrutura em que as espécies podem ser consideradas
distintas sdo abordadas, tais como a composi¢éo isotopica, o estado eletrdnico ou de
oxidacdo, os complexos inorganicos e organicos, 0s compostos organometalicos e,

finalmente, as macromoléculas [16].

A essencialidade ou toxicidade dos elementos é dependente da sua forma
quimica, podendo variar bastante entre a forma orgénica ou inorgénica [16,74]. Em
especiacdo quimica, além do emprego de técnicas com alta seletividade e
sensibilidade ser de essencial importancia, os principais parametros que implicam
numa boa separacédo das espécies, precisao e sensibilidade estdo relacionados também

ao preparo de amostra [75].

Arsénio (As)

O arsénio ¢ um elemento abundante na crosta terrestre, principalmente como o
mineral arsenopirita (FeAsS), de ocorréncia natural associada a depdsitos vulcénicos
e ambiente geoquimico [76,77]. Por outro lado, as fontes antrdpicas de contaminacéo
séo principalmente devido a atividade de mineracgéo, queima de carvéo, fundicdo de
cobre e uso de fertilizantes e herbicidas [78-80]. As formas mais comuns de As na
natureza se apresentam como arsenito (As20s) e arseniato (H2AsO4 e HAsO.%), ou
seja, As(lll) e As(V), respectivamente, 0 que leva a presenca majoritaria dessas

espécies nos tecidos vegetais [81].
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A especiacdo quimica de arsénio nas mais distintas matrizes (peixe, sangue,
planta, alimentos) € um tema bastante explorado atualmente, basicamente por dois
aspectos: a toxicidade deste elemento para os seres vivos e as diferentes formas que
esse pode se apresentar, as quais sd0 mais ou menos toxicas. Dentre as formas que
esse semimetal pode ser encontrado se destacam o0s arsenoacgucares, as formas
metiladas de As, as formas redox, arsenobetaina, arsénio-peptideos e as arsénio-
proteinas [82—85].

Os pescados tém uma forte tendéncia de apresentar altas concentracdes de As,
caracteristica muitas vezes atribuida a similaridade das propriedades quimicas do
arsénio ao fosforo e ao nitrogénio [86]. Dentre as principais formas de As presentes
em pescados, apresentadas na Tabela 2, se destaca a arsenobetaina (AsB) espécie
principal encontrada nesse tipo de matriz, porém também podem ser encontradas as
espéecies metiladas (MMA e DMA), além das formas inorganicas [86-88].

As recentes pesquisas e progressos em quimica analitica evidenciam que a
determinacdo do teor total de um elemento, embora essencial, é limitada, uma vez
que ndo é suficiente para fornecer informacdes a respeito da biodisponibilidade,
toxicidade, essencialidade, transporte e caracteristicas fisico-quimicas, informacdes
potencialmente obtidas em analises de especiacao [89].

O mesmo elemento a depender da sua forma pode ser essencial ou toxico;
espécies inorganicas de arsénio, As(l1l) e As(V), sdo as mais toxicas, enquanto as
formas orgéanicas DMA e MMA, s&o relativamente menos toxicos e a arsenocolina

(AsC) e arsenobetaina (AsB) sdo consideradas ndo tdxicas.
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Tabela 2. Espécies quimicas de As comumente encontradas em pescados

Espécie quimica

Abreviatura

Estrutura quimica

arsenobetaina

monometil arsénio

monometil arsénio

dimetil arsénio

dimetil arsénio

arsenito

arsenato

AsB

MMA(III)

MMA(V)

DMA(IIN)

DMA(V)

As(I11)

As(V)

H,C

H,C

H,C

(0]
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Cromo (Cr)

Cromo é largamente usado na inddstria quimica para diferentes aplicaces, tais
como pigmentacdo, e curtimento na indudstria de couro e na producdo quimica, tais
como sintese quimica e catalise. Como resultado, diferentes espécies de cromo podem
ser liberadas no ambiente (solo, superficie e dguas superficiais) e disponibilizados
para os alimentos [71]. Cromo pode estar presente em varias formas quimicas e em
diferentes estados de oxidacdo. No entanto, apenas as formas tri e hexavalente sdo
estaveis e encontradas no ambiente. O Cr(lll) é considerado um micronutriente
essencial na dieta e utilizado como suplemento na nutricdo humana e animal.
Todavia, foi demonstrado que o Cr(ll1) pode causar eczemas a baixas concentracoes
e danos ao DNA em sistemas de cultura celular [90,91]. Além disso, a Autoridade
Europeia para Seguranca Alimentar (EFSA) recentemente reconsiderou sua
essencialidade [92].

Por outro lado, Cr(VI1) é muito mais toxico que o Cr(lll) tanto em exposicdo
cronica quanto aguda e seus compostos sdo regulados por diversas legislagdes, tanto
da Unido Européia quanto da legislacdo brasileira (IN n. 7, 12/04/2016) [21]. O
Cr(VI) é extremamente toxico apds inalacdo ou exposicdo oral, com efeitos no
sistema respiratorio e gastrointestinal, figado, rim, sistema imunoldgico e
possivelmente para o sistema sanguineo, podendo causar dermatite e ulceragcdes na
pele (ATSDR, 1998), além de ser classificado como carcinogénico classe | pela
Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC) [93,94].

O comportamento do Cr(l11) e Cr(\VI) em meio aquoso é afetado principalmente
pelo potencial redox e pH. Em meio acido, com o alto potencial redox do
Cr(VD/Cr(l1), a estabilizagdo do Cr(Ill) é favorecida. Em condi¢Ges alcalinas, o
potencial redox decresce, indicando a estabilizacdo do Cr(VI). Assim,
termodinamicamente o Cr(VI) deve estar presente apenas a valores de pH
relativamente elevados [95]. Por outro lado, o Cr(lll) pode estar presente em varias
formas em funcdo do pH. Devido a elevada mobilidade e toxicidade do Cr(VI)
diversas diretrizes e normas tratam de sua determinagdo e controle. Como exemplo,
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a IN n. 7 do MAPA indica o0 método EPA 7196 para a determinacdo de Cr(VI) em
fertilizante organico (USEPA, 1995) [21,96,97]. O método colorimétrico € baseado
na espectrofotometria por difenilcarbazida, no qual o Cr(VI) reage com a
difenilcarbazida em meio altamente acido gerando o complexo Cr-difenilcarbazona,
detectado a 540 nm. Apesar da relativa seletividade, pode sofrer interferéncias de
Mo(VI), Cu(ll), Fe(I1l), Hg(ll) e V(V) [98]. Aléem disso, a extracdo do Cr(VI) em
meio basico promove também a extracdo do &cido humico, de coloracdo escura,
muitas vezes presente em amostras organicas, impossibilitando a determinacéo
colorimétrica.

Ja para os pescados, tanto o Cr(lll) quanto o Cr(VI) sdo absorvidos pelos
organismos, sendo que grande parte do Cr(VI) é reduzido a Cr(l11) através de reacdes
redox que ocorrem no metabolismo do organismo, assim, em geral, a espécie de Cr
predominante nesse tipo de amostra é o Cr(l11) [95,99]. Ao contrario dos fertilizantes
organicos, ndo existe uma legislacdo vigente no Brasil que estabeleca limites
maximos para 0s pescados, mesmo o Cr apresentando toxicidade a depender de seu

estado de oxidacéo.
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Capitulo 1

Determinacéo de Elementos Tragco em Amostras de Carne e Peixe por

MIP OES empregando a Extracdo em Fase Solida (SPE)

1.1  INTRODUCAO

Garantir a seguranca do alimento é uma das principais preocupacdes em todo o
mundo, uma vez que elementos potencialmente toxicos, como As, Cd, Cr, Hg, e Pb
podem se acumular no organismo e causar danos a satde humana. O acimulo desses
analitos pode afetar o sistema gastrointestinal, neurolégico, renal ou hepatico dos
individuos, como mulheres gravidas e criangas, 0s mais suscetiveis a toxicidade
desses analitos [102,103]. Por outro lado, Fe, Cu e Zn sdo considerados
micronutrientes essenciais que atuam no desenvolvimento dos seres vivos. No
entanto, a exposicdo prolongada a esses analitos pode ser prejudicial ao organismo
[104]. A origem de um contaminante no alimento pode ocorrer durante o transporte,
uso de embalagem inadequada, ou durante o processo de preparo e producdo [105].

O controle de qualidade e seguranca na cadeia de suprimento alimentar exige
uma metodologia confiavel que seja rapida e facilmente transferivel. A quantificacdo
dos elementos em matrizes como carne e peixe requer um tratamento prévio das
amostras, visto que as analises feitas por técnicas espectrométricas geralmente

necessitam que as amostras se encontrem na forma liquida [105,106].

Técnicas espectroanaliticas como a espectrometria de emissdao éptica com
plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) se apresenta como eficiente em fungéo
da frequéncia analitica, facil manuseio e, principalmente, baixo custo. No entanto
,apresenta algumas limitagcbes, como relativa baixa sensibilidade, além da

suscecibilidade a interferéncia de matriz no sinal dos analitos [34,54,107-109].
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O emprego de metodos de pré-concentragdo, como exemplo, a extracdo em fase
solida (SPE) apresenta-se como alternativa para ampliar o espectro de aplicacdo do
MIP OES. Trata-se de método de pre-tratamento que se fundamenta no fato que os
analitos da amostra, geralmente na forma liquida, séo distribuidos e retidos em uma
fase solida (resina, carvao, silica, etc), sendo a seguir recuperados por eluicdo. A
distribuicdo do analito € influenciada pelas forgas intermoleculares entre as fases,
alterando a retencdo e a eluicdo [110-112]. Outras importantes vantagens deste tipo
de extracdo é a separacdo de fases geralmente rapida, baixo consumo de solvente e
facilidade de automatizacgdo [113,114].

Avyala e Takagai [38] determinaram Sr e Ni em amostras ambientais de agua por
um procedimento de SPE online e determinacdo por MIP OES. Os autores
empregaram como fase sélida uma resina funcionalizada com butilciclohexano para
0 Sr e outra com dimetilglioxima para o Ni. O procedimento apresentou limites de
detec¢do de 0,25 e 3,56 ug L para Sr e Ni, respectivamente. Outra alternativa
proposta pelos mesmos autores utilizaram uma silica micro magnética com grupos
funcionais de dietil sulfona imobilizados como fase solida na extracdo de Sr em
amostras de aguas ambientais, sendo obtidos limites de quantificagdo de 0,59 ug L™
[37].

A extracdo dispersiva em fase solida foi utilizada para a determinagédo de ouro
em amostras de agua por MIP OES, alcancando limites de detecgdo de 5 ng L usando
magnetita de grafeno 6xido (m-GO) como material absorvente [40]. Anteriormente,
Zhang et al. (2012) desenvolveram um procedimento para determinar Sb e As em
niveis traco em recipientes de vidro e embalagens [39]. A coluna de pré-concentracédo
foi embalada com poli (aril éter cetona) contendo grupos carboxila (PEK-L). O
procedimento proposto apresentou limites de detecgdo de 0,27 pg L para As e 0,38
ug L1 para Sb. Na Tabela 1.1 sdo descritos alguns estudos recentes sobre extracdo
em fase sélida proposto para determinacdo de contaminantes inorganicos em

alimentos e amostras biologicas.
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Um novo material sintetizado por Costa et al. (2017) apresentou caracteristicas
marcantes devido as suas propriedades fisico-quimicas e, portanto, pode ser aplicado
como suporte catalitico, absorvente, sensor, entre outros [115]. O material
mesoporoso denominado PABA-MCM-41, pertence a familia M41S e tem uma
estrutura hexagonal com &cido p-aminobenzoico incorporado nesta estrutura. A
MCM-41 é uma silica porosa de tamanho uniforme e arranjo hexagonal, utilizada

como peneira molecular.

A capacidade de absorc¢édo de ions metalicos do composto PABAMCM-41 foi
avaliada com a imobilizacdo de terras raras (Eu®* e Tb3"). De acordo com os
resultados, os ions metalicos sdo coordenados pelo grupo COO'. Esta hipétese pode
ser comprovado por analise de difracdo de raio-X. A banda obtida atribuida ao grupo
carbonil aumentou de 50 para 66 cm™? na presenca de Eu e Th. Os autores
estabeleceram que o grupo carbonil promove a transferéncia de carga entre PABA e

fons metéalicos [115].

Os métodos que envolvem a SPE sdo promissores, porém fatores que afetam o
processo de extracdo, tais como pH, concentracdo de tampao, fluxo de amostragem e
fluxo de eluicdo devem ser estudados. Nesse sentido, uma analise multivariada € uma
opcao atraente para otimizar os processos de pré-concentracao [41,116]. A aplicacdo
de ferramentas quimiométricas possibilita a analise das interacbes nos fatores
estudados e reducdo no nimero de experimentos, resultando em menor consumo de
reagentes e menor tempo de analise [117,118]. Entre as diferentes possibilidades de
otimizacdo multivariada, os planejamentos fatorial de dois niveis [119], Doehlert
[65], Box-Behnker [120], e composto central [121] s&o os principais planejamentos

utilizados no desenvolvimento de métodos analiticos.

Dado as caracteristicas da fase solida PABA-MCM-41, como um alto fator de
absorcdo e a escassez de trabalhos empregando SPE-MIP OES, um método de
extracdo em amostras de carnes e peixes foi desenvolvido, visando a determinacéo

do As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb e Zn por MIP OES. Os parametros que afetam a extracao
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dos analitos por SPE foram estudados através da otimizagdo multivariada usando um

planejamento fatorial.
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Tabela 1.1. Estudos empregando SPE na extracéo de elementos traco em alimentos e amostras bioldgicas

Fase solida Amostra Analitos LD (ug L FE Instrumento Referéncia
MMAD* Carnes e alimentos para bebés Cd, Cu, Cr, Pb, Zn 0,12-0,16 100 FAAS [122]
Fe304/GO? Sangue e urina Cu, Cd, Pb 0,016-0,157 25 ICP-MS [123]
Batofenantrolina/GO? | Figado de porco e frango, Agua Pb, Cd, Zn, Cr, Cu 0,06-0,25 25 ICP OES [124]
ZFONT? Cabelo humano e molusco Co, Ni, Mn, Cd 0,09-3,7ng L* 120 ICP-MS [110]
AAPTS* Agua do mar e leite em po Ni, Cu, Ga, Cd, Pb, Bi 0,009-0,041 30 ICP-MS [15]
MWCNTs/BTAO® Agua e tomate Cd, Cu, Ni, Pb, Zn 0,7-2,6 100 FAAS [125]
MWCNTSs /tartrazina | Avela, bebida em pé de laranja CdePb 0,8¢e6,6 40 FAAS [126]
GO-DVB-VAS Agua do mar, cAnhamo, pimenta Pb, Cd, Cu, Ni, Co 0,37-2,39 40 FAAS [127]

PABA-MCM-41 Peixes, carne ovina e bovina As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb, Zn 0,04-4 pggt 26 MIP OES Este trabalho

FE: Fator de enriquecimento; LD: Limite de deteccdo; ! poli[N-(3-metil-1H-indol-1-il)-2-metacrilamida-co-2-acrilamido-2-metil-1-propano sulfonico &cido
divinilbenzeno]; ? 6xido de grafeno; 3 nanotubos magnético ZnFe;Os; * N-[2-aminoetil]-3-aminopropiltrimetoxisilano; ° nanotubo de carvdo multicamada
(MWCNTSs) impregnado com 2-(2-benzotiazolilazo)orcinol; ¢ alilamina magnética modificada 6xido de grafeno-poli(vinil acetato-co-divinilbenzeno).
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1.2 OBJETIVO

O objetivo deste capitulo foi avaliar a combinacao da extracdo em fase sélida e
a técnica de deteccdo MIP OES para determinacdo de elementos traco em amostras
de carnes e peixes, explorando planejamento experimental fatorial de dois niveis para

estabelecer as condicGes 6timas da SPE.

1.3 PARTE EXPERIMENTAL

1.3.1 Equipamentos

A determinagdo dos elementos avaliados foi realizada empregando um
espectrdmetro de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas(4200 MP-
AES, Agilent Technologies, Melbourne, Austrdlia). Em conjunto a esse
equipamento, foi utilizado um gerador de nitrogénio (Agilent Technologies, model
4107). Os parametros instrumentais empregados para 0 MIP OES sdo apresentados
na Tabela 1.2.

Para fins comparativos realizou-se a determinacédo de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb e
Zn por ICP-MS (Modelo 7800, Agilent Technologies, Téquio, JHS, Japédo) equipado
com uma célula de reacdo e colisdo pressurizada com He de alta pureza (99,9999%)
(White Martins-Praxair, Sertdozinho, SP, Brasil). Argdnio de alta pureza (99,999%)
(White Martins-Praxair, Sertdozinho, SP, Brasil) foi utilizado para geracdo do
plasma, nebulizacdo e gas auxiliar. Na Tabela 1.3 sdo apresentados todos o0s
parametros operacionais instrumentais e isdtopos monitorados. As amostras de carne
e peixe foram secas em liofilizador (Modelo EC, MicroModulyo, Nova York, NY),
moidas criogenicamente (Moinho MA775, Marconi, Piracicaba, Brasil) e digeridas

com &cido nitrico em forno de micro-ondas (Milestone, Ethos 1, Sorisole, 1talia).
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Tabela 1.2. Pardmetros instrumentais empregados na determinacéo As, Cd, Cr, Cu, Hg,

Pb e Zn por MIP OES

Parametros Condicdes de operacao
Instrumentais As 7+ Hg cd Pb Cr
Frequéncia do micro-ondas
(MHz) 2450
Poténcia do plasma (kW) 1
Tempo de estabilizagéo (s) 10
Correcdo de sinal de Automética
fundo
Tempo de integracao (s) 8
Nebulizador OneNeb
Céamara de nebulizagéo Ciclénica, duplo-passo
Posicdo de observacéo do -10 .30 -10 0 120 0
plasma
Vazdo Q?E i‘fi;‘ﬁg’“"zagao 0,5 0,5 0,55 0,5 0,75 0,95
Comprimento de onda 193,695 213,857 253,652 228,802 405,781 425,433
(nm) (U] (U] (0] (1 (U] (1

Tabela 1.3. Parametros instrumentais empregados na determinagéo As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb e

Zn por ICP-MS

Parametros Instrumentais

Condicbes de operacéo

Poténcia do plasma (W)
Profundidade de amostragem (mm)
Vazao do gas do plasma (L min')

Vazdo de gas auxiliar (L min?)
Vazdo de gas de nebulizagdo (L min™)
Velocidade de nebulizacédo (rps)
Tempo de estabilizagéo (s)

Tempo de integracéo (s)
Vazéo do gas de diluicdo (L min?)
Célula de coliséo e reacdo Vazéo do

He (mL min')
Nebulizador
Céamara de nebulizacéo

Isétopos

1.550
10
15,0
1,0
0,42
0,1
20
0,3
0,6

4,5

Micromist

Tipo Scott, duplo-passo
75AS 1llcd 52Cr GSCU ZOOHg
208pp, 84Zn e 19Rd (Padrédo
interno)
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1.3.2 Reagentes, solucdes padréo e amostras

As amostras de carne (bovina e ovina) e filé de tilapia foram adquiridas no
mercado local (Sao Carlos, SP, Brasil). Em seguida, as amostras foram liofilizadas e
moidas em moinho criogénico para reducao do tamanho das particulas. Dois materiais
de referéncia certificados, CRM 1577c figado bovino (NIST, National Institute of
Standards and Technology, Gaithersburg, MD, EUA) e DOLT-5 figado de cacéo
(Canadian National Research Council - NRC, Canada), e um material de referéncia
de figado bovino (MR-Agro E3001a, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria,
EMBRAPA) [128], foram utilizados para o desenvolvimento do procedimento SPE

e para a determinacédo dos analitos por MIP OES.

Toda vidraria foi mantida em HNO3 10% v v por pelo menos 24 h e lavada
com agua ultrapura antes do uso. Todas solucdes foram preparadas com reagentes de
grau analitico e agua ultrapura, resistividade 18.2 MQ cm (Milli-Q®, Millipore,
Bedford, MA, USA).

As amostras foram digeridas em meio HNOs (Synth, Diadema, SP, Brasil)
purificado em um sistema de destilagdo sub-boiling Distillacid™ BSB-939-IR
(Berghof, Eningen, Alemanha) e H202, 30% m m (Sigma, Aldrich, Alemanha).

Os seguintes reagentes também foram utilizados : &cido bérico (Dinamica,
Indaiatuba, SP, Brasil), hidroxido de sodio (Synth, Diadema, SP, Brasil), acetato de
sodio (Dindmica Quimica contemporanea Ltda, Indaiatuba, SP, Brasil), tris
(Biosolve). As solucgdes padrdo foram preparadas a partir de solucdes estoque de 1000
mg L de As, Cr, Cu, Hg, Pb, Zn e Cd (Fluka, Buchs St. Gallen, Suica). Como padréo

interno foi utilizacdo a solucdo de Rh (Fluka, Buchs St. Gallen, Suica) .
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1.3.3 Sintese, caracterizacao da fase solida e preparacao da coluna

A funcionalizacéo e caracterizacdo da fase solida foi descrita por Costa et al.
(2017) [115]. O material mesoporoso PABA-MCM-41, sintetizado a partir do acido
p-aminobenzoico modificado com 3-(trietoxisilil)-propil isocianato, tem tamanho de

particula 3,61 nm.

0O H
HO, o -
N S1(C) 2 K "HCl4 I CTABr, OH + H) 0 . _
2(C,oH50)38i(CH )N O _dicl; ,‘(-—@—P H=C—N=CH,);8i(C,H,05) — » PABA-MCM-41

65°C o

PABA-MCM-41

Figura 1. 1 Esquema da funcionalizagéo da fase sélida e estrutura do material
sintetizado, adaptado de (Costa et al., 2017) [115].

Minicoluna com 9,5 cm de comprimento e 4,0 mm didmetro interno foi
construida com tubo de Tygon. Cerca de 0,2 g de silica foi misturado com 0,02 g de
PABA-MCM-41. Posteriormente, |1a de vidro foi colocada nas duas extremidades da
minicoluna para manter o material empacotado no local. Primeiramente solucéo de
HNOs 0,1 mol L foi passada pela minicoluna, seguido de agua. A lavagem com
HNO3s promove a lixiviacdo de qualquer trago de metal que pudesse estar presente na

fase solida previamente empacotada. Todas as conexdes foram feitas em acrilico.
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1.3.4 Estratégia de otimizagao

O procedimento de SPE foi otimizado através da aplicacdo de planejamento
fatorial (2*) com ponto central, que avaliou as condices criticas de extracdo. Os
fatores e niveis estudados foram: pH (8,5, 9,0 e 9,5), concentracdo de tampao (0,001,
0,0505 e 0,1 mol L), vazdo de amostragem (2,0, 4,0 e 6,0 mL min') e vazdo de
eluicdo (2,0, 4,0 e 6,0 mL min).

Para obter uma Unica condigdo experimental para a extracdo simultanea de todos
os elementos, foi empregada a resposta multipla (RM), obtida por meio da intensidade
de emisséo dos elementos. A RM é dada pela Equacéo 1.1, onde As é a intensidade
experimental obtida para este analito e o 1As é a maior intensidade obtida para o
analito As no bloco experimental. O mesmo calculo foi realizado para os demais

analitos estudados (Ferreira, 2015).

MR:£+E+2+C_u+H_g+ﬂ+Z_n Equa(;éoll

Ias Ica  ler Icu  Ing  Ipp Izn

1.3.5 Digestdo das amostras

Para o procedimento de digestdo, 100 mg de amostra, em triplicata, foi pesada
diretamente nos frascos de Teflon modificado (PFA, polifluoralcoxi) proprios do
forno de micro-ondas. A seguir foram adicionados 8,0 mL de HNOs (4,2 mol L) e
2,0 mL de H202 (30% m/m), transferidos para o rotor do equipamento e iniciado o
programa de digestdo, que consistiu no seguinte programa de aquecimento: (1) 15
min a 120°C, (2) 20 min até atingir 180°C e (3) 20 min a 180°C. Um sensor
infravermelho controlava a temperatura em um dos frascos. Posteriormente, 0s
digeridos foram diluidos para 30,0 mL com &gua e conduzidos a determinacdo dos
analitos por ICP-MS.
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1.3.6 Procedimento de extracdo em fase solida (SPE)

A fase sélida sintetizada foi empacotada na minicoluna PABA-MCM-41
previamente descrita, sendo a pré-concentracdo executada com a passagem em fluxo
da solucdo contendo os analitos. Nesse sistema, a minicoluna foi lavada com &gua
entre as etapas de pré-concentracdo, sem perder eficiéncia [129]. As solucdes
contendo 100 ug L™ de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb e Zn foram preparadas em meio aquoso
e 0 pH 9,5 ajustado com tampdo borato 0,01 mol L. Com o auxilio da bomba
peristaltica, a solucdo passava pela minicoluna e os ions metalicos ficavam retidos.
Em seguida, os fons eram eluidos com 0,75 mL de HNOs; 0,1 mol L%, sendo

armazenados para posterior analise por MIP OES.

1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 Otimizagao das condicdes de SPE

Primeiramente, o pH foi otimizado de forma univariada. Dentre os varios fatores
que influenciam a SPE, o pH é o mais critico, pois a interacdo entre o analito e a fase
solida e fortemente dependente da forma dos elementos e do ligantes na fase sorvente
(Fig. 1.2). Em meio &cido, a complexacdo dos analitos ndo é favoravel, uma vez que
0 grupo (-COOH) presente na estrutura do material responsavel por esta retencdo esta
em sua forma protonada. No meio bésico, o grupo (-COO") pode interagir com 0s

analitos, proporcionando melhor eficiéncia de extracao.

27



3
£ 4
5
L
=
5 3
=
s ]
g 21
Q.
(/]
[
€ .
i e
-—
4 \.
O T T T T T T
4 5 6 7 8 9
pH

Figura 1.2 Estudo do pH na extracéo de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb e Zn por SPE e determinacdo
por MIP OES
Condigdes: 20 mL do digerido da amostra, 100 pug L* analito, 0,001 mol L tampéo.

Matriz experimental para o planejamento fatorial de dois niveis contendo 19
experimentos foi utilizada para otimizar as condi¢Oes de extracdo dos analitos e 0s
fatores pH, concentracdo do tampéo [tampdo], Vazdo de amostragem (VA) e vazdo
eluicdo (VE) foram estudados. A Tabela 1.4 mostra o planejamento fatorial aplicado
com valores reais e codificados e a resposta analitica em funcdo da resposta maltipla
(RM).

Apos o processamento dos dados, a avaliagdo das melhores condigdes para a
SPE foi realizada por meio da analise do gréafico de Pareto (Fig.1.3), observando-se a
significancia de todos os fatores e suas interacGes a um nivel de confianca de 95%. A
magnitude dos efeitos é representada por colunas e a linha vertical indica
significancia estatistica em p = 0,05. Desta forma, os fatores com valores que
excedem a linha vertical sdo estatisticamente significativos em um nivel de confianga
de 95%. Por meio da analise dos dados obtidos no grafico de Pareto, verificou-se que
o fator de vaz&o de amostragem e as interagfes pH versus VE; [tampé&o] versus VA,
VA versus VE; e pH versus VA ndo foram significativos. Além disso, o fator VA néo

foi significativo; indicando que qualquer condicdo avaliada pode ser empregada.
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Tabela 1.4 Matriz do planejamento fatorial de dois niveis para otimizacao dos fatores
envolvidos no procedimento de SPE-MIP OES para a determinacdo de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb e
Zn

Exp pH [Tampéo] VA VE RM
(mol L) (mL min?) (mL min?)
1 8,50 (-1) 0,0010 (-1) 2,00 (-1) 2,00 (-1) 1,066
2 9,50 (1) 0,0010 (-1) 2,00 (-1) 2,00 (-1) 4,784
3 8,50 (-1) 0,1000 (1) 2,00 (-1) 2,00 (-1) 3,968
4 9,50 (1) 0,1000 (1) 2,00 (-1) 2,00 (-1) 4,286
5 8,50 (-1) 0,0010 (-1) 6,00 (1) 2,00 (-1) 1,011
6 9,50 (1) 0,0010 (-1) 6,00 (1) 2,00 (-1) 3,937
7 8,50 (-1) 0,1000 (1) 6,00 (1) 2,00 (-1) 4,305
8 9,50 (1) 0,1000 (1) 6,00 (1) 2,00 (-1) 4,276
9 8,50 (-1) 0,0010 (-1) 2,00 (-1) 6,00 (1) 0,891
10 9,50 (1) 0,0010 (-1) 2,00 (-1) 6,00 (1) 5,122
11 8,50 (-1) 0,1000 (1) 2,00 (-1) 6,00 (1) 5,814
12 9,50 (1) 0,1000 (1) 2,00 (-1) 6,00 (1) 5,751
13 8,50 (-1) 0,0010 (-1) 6,00 (1) 6,00 (1) 0,999
14 9,50 (1) 0,0010 (-1) 6,00 (1) 6,00 (1) 6,094
15 8,50 (-1) 0,1000 (1) 6,00 (1) 6,00 (1) 5,283
16 9,50 (1) 0,1000 (1) 6,00 (1) 6,00 (1) 5,250
17 9,00 (0) 0,0505 (0) 4,00 (0) 4,00 (0) 4,544
18 9,00 (0) 0,0505 (0) 4,00 (0) 4,00 (0) 4,725
19 9,00 (0) 0,0505 (0) 4,00 (0) 4,00 (0) 4,461

Exp: Experimentos; VA: Vazdo de amostragem (mL min); VE: Vazdo de eluicdo (mL mint);

RM: resposta multipla.
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Figura 1.3 Gréfico de Pareto para o planejamento fatorial completo

Conforme descrito anteriormente, o pH é um dos fatores mais criticos na eficiéncia de
extracdo e melhores resultados foram obtidos em meio alcalino (pH 9,5). Valores de pH mais
elevados ndo foram estudados devido a possivel formacdo de hidroxidos dos analitos e a
hidrolise da silica, causando danos a mini-coluna. No nivel alto, o fator VE apresentou melhor
resultado (6 mL min?), esperava-se que em vazOes menores fossem obtidas maiores
eficiéncias de extracdo, pois a amostra teria melhor contato com a fase sélida, incrementando
o sinal analitico. No entanto, observou-se que a cinética de complexacdo dos analitos € muito
rapida e, portanto, esse tempo de interacdo com a fase solida ndo foi tdo significativo nem
para a amostragem nem para a eluicdo. Com a validagdo do modelo, estabeleceu-se as
condicBes para SPE dos analitos através da analise dos gréaficos das médias marginais.
Melhores sinais foram obtidos ao se trabalhar nos niveis superiores, ou seja, maior eficiéncia
de extracdo foi alcangada quando se aplicou as condic¢des pH9,5, concentracdo de tampéo de
0,1 mol L e vazdo de amostragem e eluicdo 6 mL min. A Figura 1.4 resume as condicdes

estabelecidas para o método.
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Figura 1.4 Médias marginais(a) pH versus RM (b) [Tampéao] versus RM e (c) vazao de elui¢do versus
RM com um nivel de confianca de 95 %
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1.4.2 Parametros analiticos

Os parametros analiticos do procedimento proposto foram estabelecidos nas
condigdes otimizadas, determinados de acordo com as recomendagdes da Unido
International de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)[130,131]. As curvas foram
tratadas de acordo com regressdo ponderada, pois é uma estratégia opcional do
software de MIP OES. Desta forma o ajuste ponderado foi usado na obtencéo das
curvas analiticas no experimento. As corre¢des nas curvas de calibracdo evitam erros
associados com (a) ruido de leitura, que é constante; (b) ruido de disparo de fotons,
que é proporcional a raiz quadrada do sinal; e (c) variacdo do ruido, que é
proporcional ao sinal. Na préatica, o ruido freqlientemente aumenta a medida que a
concentracdo do analito aumenta. Isso significa que os pontos de calibracdo devem
ter pesos desiguais no calculo final. Os calculos ponderados sdo usados na curva pelo
software, permitindo que a linha da curva de calibracdo seja ajustada onde os erros
sdo menores. Portanto, como o desvio padrdo aumenta, a ponderagdo de um ponto
diminuira [131-133].

O ajuste ponderado foi aplicado as curvas de calibracdo. Basicamente, se 0s

pontos individuais sdo denotados por (X1, y1), (X2,¥2), ... (Xi, Yi), COmo de costume e 0s
desvios padrédo correspondentes séo si, Sz, ... Si, entdo 0s pesos individuais, wi, Wo, ...
w;i sdo dados pela Eq. (1.2):

572
YiS7%/n

Pesos: wi = Equacédo 1.2

Ao usar o divisor n no denominador da equacéo, os pesos foram escalados de
forma que sua soma seja igual ao nimero de pontos no grafico. Isso simplifica os
calculos subsequentes. A inclinacdo e a interceptacao da linha de regresséo séo dadas

por:
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. o iWiXiyi—nxyy ~
Inclinacdo ponderada: bw = ZiM ‘y‘z _Wzyw Equacéo 1.3
DiWix; —nxy,

e

Intercepto ponderado: a, = ¥, — bx, Equacdo 1.4

Nessas equac0es, y,, € x,, representam as coordenadas do centroide ponderado,
através do qual a linha de regressdo ponderada deve passar. Essas coordenadas sdo

Wi

fornecidas, como esperado, por x,, = Zi% € =Zi—

Os desvios padrdo (erro padrdo) dos coeficientes (inclinagdo, sy,
interceptacéo, s,,,) para a regressao ponderada podem ser calculados pelas Equag6es

(1.5) e (1.6), respectivamente:

S
Spw = —Wpow Equagéo 1.5

VE(xi—%)*

S =8 _Ex Equaco 1.6
aw = 2 (V[ w ny((x—%)? quagao L.

Os intervalos de confianca para esses coeficientes também sdo calculados

analogamente pela Equagéo (1.7).
IC = xoy * tn_2) X Sy, Equacédo 1.7

As curvas de calibragdo foram lineares na faixa de concentragéo do limite de
quantificacdo até 200 pg L%, resultando nas proximas equacdes: Intensidade = 20,63
+473[AS, ug L] + 7,82 + 1.24; Intensidade = 182,68 +5,85[Zn, pg L] - 98,02 1+ 5.47; Intensidade
= 339,25 1 461 [Cd, pug L] — 143,73 + 1892; Intensidade = 2697,47 + 16079 [Cu, pg L] —
373,44 + 412; Intensidade = 8,60 + 0,30 [Hg, ug L] — 0,15 + 0,02; Intensidade = 12,68 + 0,69 [Pb,
ug L + 1,14 + o,01; Intensidade = 1394,44 + 1107 [Cr, ug LY - 127,0 + 4:14.

O fator de enriquecimento foi determinado pela razdo entre as inclina¢des das
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curvas de calibracdo com pré-concentragcdo e sem pré-concentracdo e os valores
encontrados foram os seguintes: 25 (As, Cd e Cr); 26 (Cu); 7 (Hg); 16 (Pb); e 26 (Zn).

O limite de deteccdo (LOD) foi definido como LOD = 3s/S (onde s é o desvio
padrdo obtido do sinal de 10 medic¢Ges em branco e S é a inclinacdo da curva analitica,
esses valores ja convertidos em relagdo (m/m): As 2,7 ug g1, Cd: 0,8 ug g1, Cr: 0,04
ug g1, Cu: 0,05 pg gt, Hg: 0,5 ug g 1, Pb: 4 ug gt e Zn: 1,2 pug gt. O limite de
quantificacdo (LOQ) foi determinado a partir da razdo de dez vezes o desvio padrdo
do sinal em branco pela inclinagcdo da curva de calibragéo, esses valores, convertidos
na relacdo m/m foram: As: 9,6 ug g%, Cd: 2,8 ug g%, Cr: 0,1 pg g%, Cu: 0,2 ug g%,
Hg: 1,5 g gt Pb: 13,3 uggte Zn: 3,9 ug g

1.4.3 Validacéao e aplicacao

A veracidade do procedimento de digestdo foi avaliada pela analise do figado
de cacdo (DOLT-5), figado bovino (CRM 1577c) e material de referéncia de figado
bovino (MR-Agro E3001a), com valores de recuperacdo variando de 83% a 102%
por ICP-MS. As recuperacgOes obtidas no SPE-MIP OES séo apresentadas na Tabela
1.5. A avaliagdo estatistica, por meio do teste t de Student, mostrou que ndo ha
diferenca significativa entre os valores obtidos e o valores certificados com nivel de

confianca de 95%, confirmando a veracidade do procedimento desenvolvido.

O procedimento foi aplicado a pré-concentracdo dos analitos por SPE-MIP OES
nas amostras de peixes e carnes e os resultados foram comparados com os valores
obtidos por ICP-MS para complementar a avaliacdo da veracidade do método (Tabela
1.6). A avaliacdo estatistica por meio do teste t pareado com nivel de confianca de
95% ndo demonstrou diferenca estatistica entre os valores obtidos pelo método SPE-
MIP OES e os obtidos pela anélise direta no ICP-MS, considerando que o t calculado
foi 3,54 (Cr), 3,34 ( Cu), 2,01 (Zn), enquanto o t-critico foi 4,30.

As amostras apresentaram fragdes de massa que variaram de 0,83 a 3,45 ug gt
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Cr; 1,43e4,45ug gt Cuel7,7¢e 118 ug gt Zn. As fragdes de massa de As, Cd, Hg
e Pb ficaram abaixo do LOQ e néo foi possivel quantificar esses analitos nas amostras
avaliadas (Tabela 1.6). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2021)[7], por meio da resolucédo 487 e IN 88, recomenda como 0,5 mg kg os limites
maximos de 0,5 mg kg* As, 0,05 mg kg™ Cd e 0,1 mg kg Pb para carnes. Ja para
peixes 1,0 mg kgt As, 0,1 mg kg Cd, 1,00 mg kg Hg (peixes predadores), 0,5 mg
kg? Hg (peixes ndo predadores) e 0,3 mg kg* Pb. O Comité do Codex sobre
Contaminantes em Alimentos (CODEX, 2018) na resolugdo CXS 193-1995 [134],
estabelece 0,1 mg kg como limite maximo para Pb em bovinos, suinos e ovinos e
0,3 mg kg para peixes. Os valores maximos permitidos de Hg sdo 0,5 mg kg para
peixes e 1,0 mg kg para peixes predadores. Das amostras analisadas, apenas o Pb na
amostra de carne ovina apresentou-se acima do valor permitido, sendo necessarios
maiores estudos para se conhecer a origem desta contaminagdo, que pode ser

proveniente da nutricdo animal ou do processamento.

A fracédo de massa de Cu, Cd, Cr, Pb e Zn relatada por Pilarczyk (2014) na carne
bovina da Poldnia[135], foi de 0,45-0,811, 0,018-0,022, 0,066-0,099, 0,188-0,229,
25,8-48,3 mg kg respectivamente. Ambushea et al. (2012) relataram uma
concentracédo de Cr 11,4-499 ng g%, Cd 10,2-31,7 ng g e Pb <0,43 ng gt em musculo
bovino da Africa do Sul[136]. Gallego Rios et al. (2017) determinaram as
concentracOes de As, Cu, Hg, Pb e Zn, em amostras de peixes, obtendo 0,22-0,27,
0,42-0,5, 0,39-0,48, 0,61-0,73 mg kg™, respectivamente[109]. Bosch et al. (2016)
publicaram uma revisdo em que a concentracdo de As, Cd, Pb e Hg foi avaliada em
diferentes tipos de peixes de diferentes paises [137]. O arsénio em peixes da Italia
apresentou concentragdo variando de 30,76-59,91 mg kg, enquanto nos peixes da
Crodcia os valores de As ficaram entre 8,08-23,30 mg kg*. Em peixes da Italia, foram
relatadas concentracdes de Cd entre 0,05-0,11 mg kg*. Para o Pb em peixes da
Nigéria, a concentracéo relatada foi de 0,46 mg kg™, da Africa do Sul foi de 0,8 mg
kg, do Brasil foi 2,15 mg kg, da Sicilia 0,32 mg kg e da Bulgaria 4,31 mg kg™.
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No caso do Hg na Italia 0,43-1,09 mg kg, Inglaterra 0,21-2,65 mg kg*, Nova Jersey
0,35-1,83 mg kg e Seychelles 0,06-0,59 mg kg. Como pode ser visto, os resultados
deste trabalho sdo comparaveis aos relatados na literatura. Muitas das amostras de
carnes e peixes analisadas em outros paises ndo estdo nos padrdes de consumo
humano de acordo com os valores estabelecidos pela ANVISA (2021) e pelo Codex
(2018). No entanto, para alguns analitos como As, Cr e Hg, uma analise de especiacdo

€ necessaria para conhecer a verdadeira toxicidade das amostras.
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Tabela 1.5 Determinagdes da fracdo de massa (mg kg* u pg kgt) em figado bovino (CRM 1577c), figado de cagédo (DOLT-5) e figado

bovino (MR-Agro E3001a) pelo método proposto SPE-MIP OES (média £ desvio padréo, n = 3 e recuperacao)

Fracéo de massa (ug kg*ou mg kg?)
Analito Figado de cacéo Figado Bovino Figado bovino
DOLT-5 CRM 1577c RM-Agro E3001a

Valor Certificado | Valor Determinado | Valor Certificado | Valor Determinado | Valor Referéncia | Valor Determinado
As 34,6 £ 2,48 31,5+ 2,5%(91) 19,6 +1,4° <9,6? 15,22° <9,6?
Cd 14,5 + 0,62 13,1 +1,10% (90) 97,0+ 14° <2,76° 96,03° < 2,76
Cr 2,35+ 0,582 2,42 +0,20% (103) 53 + 14° <0,1° - <0,12
Cu 35,0+2,42 29,8 +2,9% (85) 275,2 + 4,62 280,5 + 13,42 (102) 246,262 229,3 + 11,22 (93)
Hg 0,44 £ 0,182 <1,5% 5,36 +0,17° <1,5% - <1,5%
Pb 0,162 + 0,0322 <13,3% 62,8 +1,0° <13,3% 77,32° <13,3?
Zn 105,3 + 5,42 101,7 £5,7% (88) 181,1+1,0° 172,7 £ 5,6 (95) 164,442 137,0 £ 12,6° (83)

a: mg kgt b: pg kg?
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Tabela 1.6 Aplicacdo do procedimento SPE-MIP OES para fracdo de massa (mg kg?) de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb e Zn em amostras

de peixes e carnes e comparagao com a determinacao de ICP-MS (média * desvio padréo, n = 3)

SPE-MIP OES
Amostras Fracdo de massa (mg kg?)
As Cd Cr Cu Hg Pb Zn
Ovino <9,6 <28 3,420 £ 0,277 4,452 + 0,218 <15 <133 98,8 £ 10,5
Bovino <9,6 <28 0,835+ 0,011 1,834+ 0,219 <15 <133 118,0+ 18,4
Tilapia <9,6 <28 0,910+ 0,141 1,432 + 0,217 <15 <133 17,73+ 1,78
ICP-MS
Amostras Fracdo de massa (mg kg?)
As Cd Cr Cu Hg Pb Zn
Ovino 0,0050 = 0,0011 <0,002 3,530 + 0,059 4,698 + 0,587 <0,1 0,179 + 0,050 91,20 + 7,06
Bovino 0,0035 + 0,0009 | 0,0036 +0,0008 | 0,774 +0,043 1,744 + 0,011 <0,1 0,061 + 0,008 133,73+ 8,36
Tilapia 0,015 + 0,002 <0,002 0,867 + 0,068 1,249 + 0,061 <0,1 0,251 + 0,060 18,94 + 0,79
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1.5.CONCLUSOES PARCIAIS

Neste capitulo foi desenvolvido um método de separacdo/pré-concentracéo
baseado na extracdo em fase sélida dos analitos As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb e Zn
aplicados em amostras de carnes e peixes e determinacdo por MIP OES. O
planejamento fatorial de dois niveis permitiu estabelecer as melhores condicdes
para os fatores estudados, utilizando assim menos experimentos e de maneira mais

rapida do que a analise univariada.

O método apresentou boa exatiddo, verificada pela analise de CRM, e
comparado aos dados obtidos pelo ICP-MS. O LOD e o LOQ foram baixos, mas,
ainda assim, superiores aos limites maximos permitidos pela legislacdo. Uma
forma de contornar esse problema seria aliar a pré-concentracdo a geracdo de
hidreto no caso do As ou geracao de vapor frio para o Hg. O método representa
uma alternativa econdmica para a determinacdo de elementos traco quando

comparado a técnicas instrumentais de alto custo como ICP OES e ICP-MS.
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Capitulo 2

Avaliacao da Contaminacéo de As e Cd em Peixes por MIP OES

Atraves da Coprecipitacdo

2.1. INTRODUCAO

Os peixes séo fontes valiosas de nutrientes e micronutrientes e desempenham
um papel importante na nutricdo humana [4,88,138]. Além de ser uma fonte rica
em proteinas e aminoacidos essenciais, 0s peixes sdo uma fonte alimentar de acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa émega-3, minerais essenciais (calcio,
fésforo, zinco, ferro, selénio e iodo) e vitaminas (A, B e D) [4]. Apesar de conter
uma variedade de nutrientes, os peixes também podem apresentar contaminacao,
a depender do habitat, posicdo trofica, proximidades de atividade antrdpicas e
elementos toxicos, entre outros fatores [139,140]. Por isso a presenca de elementos
como As, Cd, Hg e Pb, mesmo presentes em quantidades extremamente baixas,
apresentam toxicidade elevada ao homem e podem comprometer a qualidade do
alimento [100].

O As é um elemento que ocorre naturalmente e tem a sua toxicidade
dependente da sua forma quimica. Em peixes a forma mais abundante € a organica
arsenobetaina e juntamente com as outras espécies organicas, &cido metilarsonico
(MMA) e acido dimetilarsinico (DMA), apresentam baixa toxicidade em relacéo
as espécies inorganicas As(lll) e As(V) [14,66,100]. Por sua vez, o Cd €
encontrado muito disperso na natureza. No entanto, ha um aumento de sua
concentracdo em determinadas matrizes devido a atividades industriais que o
utilizam para os mais diversos fins [100,141]. Os elementos As e Cd ndo possuem
funcdo bioldgica conhecida e podem ser toxicos, mesmo em baixas concentracdes,
e/ou formas quimicas apresentando riscos potenciais a saude humana. Devido aos

efeitos mutagénicos e carcinogénico, o As pode afetar os sistemas neuroldgico,
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cardiovascular e respiratério. O Cd por sua vez pode levar a faléncia renal,
afetando tambeém rim e prostata [142-146].

Nos peixes, 0 Cd normalmente se apresenta em baixas concentracdes. A
quantidade de As que pode ser encontrado depende do habitat e posicédo trofica
entre outros fatores [4,138]. Nesse contexto, ha véarios estudos que objetivam o
desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacdo de As e Cd em peixes.
Dentre as técnicas empregadas, a espectrometria de massa com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) é a uma das mais almejadas e isto deve-se a sua alta
sensibilidade na determinacdo de elementos traco, no entanto o elevado custo de
aquisicao limita a sua aplicacédo [12,55,147].

Uma outra técnica bastante atrativa é o MIP OES. O relativo baixo custo € a
sua maior vantagem e deve-se ao uso de nitrogénio ao invés do argdnio, um
gerador de nitrogénio pode ser empregado ao qual dispensa o uso de cilindro de
gases [8]. No entanto, efeitos de matriz e baixa sensibilidade séo observados nesta
técnica, devido a baixa temperatura do plasma (5000 K) [23,24]. Nesse contexto,
diversas estratégias vém sendo investigadas para minimizacdo dessas limitacGes
como os sistemas alternativos de insercdo de amostra como geracgédo de hidretos e
vapor frio [28,33,54].

Os métodos de pré-concentracdo também sdo excelentes alternativa para
minimizacdo dos susceptiveis efeitos de matriz e aumento da sensibilidade por
MIP OES. Algumas estratégias de pré-concentracdo com esse objetivo tém sido
empregadas como a extracdo em fase sélida (SPE) [11], extracdo em ponto nuvem
(CPE) [148], micro-extracdo dispersiva liquido-liqguido (DLLME)[149],
coprecipitacdo [9], entre outras.

A coprecipitacdo é um interessante método de separacdo/pré-concentracéo,
ainda pouco explorada por MIP OES, apresenta vantagens como simplicidade,
baixo consumo de reagentes e altor fator de pré-concentracdo, essencial na
determinacdo de elementos trago [41]. Além disso, varios analitos podem ser
separados e pré-concentrados em uma unica etapa da matriz usando diferentes
coprecipitantes, organicos ou inorganicos [150-156]. A coprecipitacdo envolve a

incorporacdo de tracos de analitos de uma fase liquida soltvel no precipitado. A
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capacidade dos precipitados de capturar quantidades em baixas concentracdes
pode ser usada para concentrar elementos trago. Os mecanismos de coprecipitacdo
incluem adsorc¢éo de superficial, troca idnica, precipitacdo de superficie e ocluséo
[157].

Alguns poucos trabalhos que exploram a coprecipitacdo para a
separacdo/pre-concentracdo de elementos traco em amostras de pescado sdo
descritos e destes somente um emprega 0 MIP OES na determinacdo. Nesse
contexto, Moreia et al. utilizaram Mg(OH)2 para pré-concentrar por coprecipitacdo
As®*, Cd?*, Cr¥*, Co?*, Cu?*, Mn"™, Hg?*, Ni?* e VV>* por MIP OES [9]. J4 Aydin e
colaboradores aplicaram o complexo Cu-2-mercaptobenzotiazol como carreador
para separacdo de Cd?* e Pb?* por GFAAS [158]. Um método sem carreador foi
estudado empregando N-Benzol-N,N-diisobutiltioureia na coprecipitagdo e
especiacdo de Sn por GFAAS [159]. Um método para especiagdo de Cr(111)/Cr(VI)
utilizando Ni?*/acido 2-Nitroso-1-naftol-4-sulfonico foi avaliado por Soylak et al.
[160]. Em outro trabalho foi empregado Zr(OH)4 para coprecipitacdo de Pb, Co,
Cu, Cd, Fe, e Ni por FAAS [154]. O agente coprecipitante Mn(11)-Br-PADAP foi
estudado para pré-concentracdo de Cd por FAAS [156]. Os parametros analiticos

desses trabalhos estdo descritos na Tabela 2.9

O composto, cromato de prata (Ag2CrOs), € praticamente insollvel em agua
dado a sua constante de solubilidade e apresenta um equilibrio interessante com a sua
espécie dicromato, que por sua vez é soltvel. Este € um composto comum em quimica
analitica, aplicado como indicador em titulacdo argentométrica pelo método de Mohr
[161]. O mecanismo de coprecipitagdo envolvido na formacdo do precipitado
cromato de prata é o fenbmeno de adsorcdo superficial, caracterizado por um
precipitado carregado negativamente seguido da camada de adsorcdo primaria e
contrabalanceado pela camada de adsorcéo secundaria, onde os analitos sdo retidos
nas camadas, a depender da sua caracteristica quimica (Figura 2.1). Este precipitado
foi descrito para a coprecipitacdo de cobre em agua por FAAS [41]. E importante
enfatizar que poucos trabalhos foram encontrados utilizando o MIP OES e a
coprecipitacdo como preparo de amostra na determinacdo de analitos, sendo que nédo

temos conhecimento de algum trabalho que utilize cromato de potassio como
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carreador aliado a esta técnica. Além disso, o método esté alinhado aos principios da
quimica verde quanto a utilizacdo de baixissimas quantidades de reagente e a baixa

geracdo de residuo.

Figura 2.1 Esquema de adsorgao superficial no precipitado de cromato de prata

2.2 OBJETIVO
Este capitulo tem como objetivo estabelecer as melhores condicBes da
coprecipitacdo de As e Cd usando o ion cromato e usar planejamento Box-Behnken
no desenvolvimento de um método para determinacdo de tracos desses elementos a

partir da combinagao da coprecipitacédo e o MIP OES.

2.3 PARTE EXPERIMENTAL
2.3.1 Equipamentos

As determinacdes de As e Cd foram realizadas em um espectrometro de emissao
dptica com plasma induzido por micro-ondas MIP OES (4200 MP-AES, Agilent
Technologies, Melbourne, Australia) equipado com um gerador N2 (Agilent
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Technologies, modelo 4107) e uma bomba peristaltica de cinco canais. Na Tabela 2.1

sdo apresentadas as condi¢Ges operacionais instrumentais selecionadas para a

determinacdo dos analitos.

Tabela 2.1 Parametros instrumentais empregados na determinacgéo de As e Cd por MIP

OES

Parametros Instrumentais

Condicdes operacionais

As Cd
Frequéncia do micro-ondas (MHz) 2450
Poténcia do plasma (kW) 1
Tempo de estabilizacdo (s) 10
Corregao do sinal de fundo Automatica
Tempo de integracdo (s) 8
Nebulizador OneNeb

Cémara de nebulizacéo

Cicldnica, duplo-passo

Posicdo de observacdo do plasma 0
Vazéo do gas de nebulizacdo (L min™) 0,75 0,3
Comprimento de onda (hm) 193,695 (1) 228,802 (1)

() Linha atbmica

Para fins comparativos realizou-se a determinacdo de As e Cd por ICP-MS
(Modelo 7800, Agilent Technologies, Toquio, JHS, Japdo) equipado com uma célula
de reacdo e colisdo pressurizada com He de alta pureza (99,9999%) (White Martins-
Praxair, Sertdozinho, SP, Brasil). Argonio de alta pureza (99,999%) (White Martins-
Praxair, Sertdozinho, SP, Brasil) foi utilizado para geracédo do plasma, nebulizacéo e
gas auxiliar. Na Tabela 2.2 sdo apresentados todos os pardmetros operacionais
instrumentais e is6topos monitorados. As amostras de peixe foram liofilizadas
(Modelo EC, MicroModulyo, Nova York, NY), moidas criogenicamente (MA775,
Marconi, Piracicaba, Brasil). A digestdo das amostras, assistida por radiagdo micro-
ondas foi realizada em forno de micro-ondas (Milestone, Ethos 1, Sorisole, Italia). As
medidas dos pH foram realizadas em pHmetro (Bel Instrument, modelo W3b) e
centrifuga (FANEM, Excelsa Il 206 BL, Sdo Paulo) foi utilizada para acelerar o
processo de decantacdo do precipitado.
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Tabela 2.2 Parametros instrumentais empregados na determinacédo de As e Cd por ICP-MS

Parametros Instrumentais Condicdes de operacéo
Poténcia do plasma (W) 1550
Profundidade de amostragem (mm) 10
Vazéo do gas do plasma (L min) 15,0
Vazéo de gas auxiliar (L min) 1,0
Vazdo de gas de nebulizacdo (L min) 0,42
Velocidade de nebulizacdo (rps) 0,1
Tempo de estabilizag&o (s) 20
Tempo de integragéo (s) 0,3
Vazao do gas de diluicdo (L min?) 0,6
Vazéo do He na célula de reagdo (mL min) 4,5
Nebulizador Micromist
Camara de nebulizacéo Tipo Scott, duplo-passo
Is6topos ®As, 1Cd

2.3.2 Amostras, solucdes e reagentes

Para o desenvolvimento deste estudo, dez amostras de peixes, arraia (Dasyatis
Guttatus), atum (Thunus spp.), bagre (Bagre spp.), corvina (Argyrosomus regius),
dourado (Salminus brasiliensis), guaiuba (Ocyurus chrysurus), pescada amarela
(Cynoscion acoupa), pescada branca (Cynoscion leiarchus), sardinha (Sardinella
brasiliensis) e vermelho (Lutjanus analis) foram analisadas. As amostras foram
fornecidas pelo pesquisador Carlos Alberto da Silva da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, Aracaju, SE. Essas amostras foram escolhidas devido a frequéncia de
compra da populacdo em geral, de acordo com o boletim estatistico de pesca e
aquicultura [162].

As amostras das 10 espécies de peixes foram adquiridas aleatoriamente em
feiras livres, peixarias, feiras livres e/ou supermercados, totalizando 30 amostras,
sendo 3 amostras por espécie. As amostras de peixes foram refrigeradas e
transportadas em caixas térmicas para o0 Laboratério da Embrapa Tabuleiros
Costeiros em Aracaju, SE. Aproximadamente 100-150 g do musculo latero-dorsal de
cada peixe foram separados e liofilizados por 48 h, até atingirem pesos constantes.
Em seguida, foram armazenados em freezer a —15 °C. As amostras foram moidas em
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processador e peneiradas em malha de nylon de 250 um para obter amostras
homogéneas. Entre cada moagem, o processador foi lavado com solugédo de &cido
nitrico a 10% v/v e depois com agua Milli-Q para evitar contaminacédo cruzada entre

as amostras.

Toda vidraria foi mantida em HNO3 10% v v* por pelo menos 24 h e lavadas
com &gua ultrapura antes do uso. Todas as solucBes foram preparadas com reagentes
de grau analitico e agua deionizada e purificada (resistividade 18.2 MQ c¢m, Milli-
Q®, Millipore, Bedford, MA, USA). Os experimentos foram realizados usando
HNO3z (Synth, Diadema, SP, Brasil) purificado em um sistema de destilagédo sub-
boiling Distillacid™ BSB-939-IR (Berghof, Eningen, Alemanha).

Os materiais de referéncia certificado de figado de peixe DOLT-5 (Dogfish
Liver - National Research Council Canada) e hepatopancreas de lagosta TORT-3
(Lobster Hepatopancreas - National Research Council Canada) foram utilizados para
avaliar o método de coprecitacédo e determinacdo por MIP OES.

Os seguintes reagentes também foram utilizados nesse trabalho: Nitrato de prata
(Vetec), Cromato de potassio (Vetec), Acetona (Merck), Hidroxido de sodio (Synth,
Diadema, SP, Brasil) e Tris hidroximetil amino metano (Biosolve). As solugdes
padrdo foram preparadas a partir de solucdes estoque de 1000 mg L de As e Cd
(Fluka, Buchs St. Gallen, Suica).

2.3.3 Digestao das amostras

Para digestao das amostras, 200 mg de cada amostra foi pesado diretamente nos
frascos de digestdo (PFA). Em seguida, as amostras foram submetidas a digestéo
assistida por radiacdo micro-ondas em equipamento ETHOS 1 (Milestone, Sorisole,
Italia) em triplicata, usando 8,0 mL de HNOs3 (4,2 mol L) e 2,0 mL de H20; (30%
m v1). O programa de aquecimento aplicado foi: (1) 15 min em 120 °C, (2) 20 min
até alcancar 180°C e (3) 20 min em 180°C. A temperatura foi controlada por um
sensor infravermelho instalado em um dos frascos de digestdo. Subsequentemente,
os digeridos foram diluidos até 20,0 mL com &gua ultrapura e submetido ao

procedimento de coprecipitacao.
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2.3.4 Método de coprecipitacao

Todo o método de coprecipitagdo foi otimizado usando-se solu¢des padrdo. Em
tubos contendo 20 mL de amostra foram adicionados 20 pg L™ de As e Cd, o pH
ajustado a 7,0 com auxilio da solugdo tampéo Tris 0,1 mol L e adicionado 5,46 x
10* mol L de cromato e 1,16 x 103 mol L™ de prata. O tubo foi agitado manualmente
por alguns segundos e em seguida foi centrifugado em 3500 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi removido e o precipitado permaneceu aderido ao tubo e este foi
solubilizado com 0,7 mL de HNOs 1,0 mol L. Os analitos foram determinados por

espectrometria Optica de emissdo com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES).

2.3.5 Estratégia de otimizacao

Para a otimizacdo do procedimento de coprecipitacdo foi empregado um
planejamento Box-Behnken, aos quais foram avaliados os parametros criticos para a
extracdo. Os niveis estudados foram adaptados a partir de trabalho ja descrito na
literatura e experimentos preliminares. O planejamento Box-Behnken foi empregado
para a otimizacdo do procedimento de coprecipitacao e os fatores e niveis encontram-
se na Tabela 2.3. Para analise dos dados foi utilizado o programa STATISTICA 12,

tendo nivel de confianca fixo em 95%.

Tabela 2.3 Fatores e niveis estudados no planejamento Box-Behnken

Niveis
Fatores
-1 0 1
[CrOs#] mol L 3,64x10* 5,46 x10* 7,29 x10*
0,775x10
[Ag*] mol L* 5 1,16 x10°® 1,55 x10°®
Acetona (pL) 0 250 500

Os resultados foram tratados em relacdo a resposta maltipla (RM), conforme
Equacéo 2.1, onde o As é a intensidade obtida para este analito em cada experimento
e o lAs € a maior intensidade obtida para o analito As no bloco de experimento
estudado, da mesma forma foi realizado para os demais analitos. Resumidamente,
representa a soma das resposta de cada analito normalizada.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Otimizacao das condicdes de coprecipitacao

A aplicacdo de ferramentas quimiométricas no desenvolvimento de meétodos
analiticos € de grande importancia, pois permite extrair o maximo de informacao
quimica mediante a andlise de dados com intuito de obter conhecimento sobre o
procedimento estudado [163]. A otimizacdo multivariada € interessante no
estabelecimento de métodos de pré-concentracdo por fornecer analise das interacGes
dos fatores envolvidos [9,149]. Nesse contexto, as condi¢Oes experimentais foram
realizadas explorando as vantagens da otimizacdo multivariada, com o intuito de
possibilitar a extracdo da maior quantidade possivel dos elementos, obtendo-se maior
eficiéncia na extragéo e maior sensibilidade na determinacao.

Um planejamento Box-Behnken contendo 15 experimentos foi utilizado para
estudar as condicGes de extracdo dos analitos. Os fatores [CrO4?], [Ag*] e solvente
organico [acetona] foram estudados. A Tabela 2.4 mostra o planejamento
experimental Box-Behnken aplicado, valores reais, valores codificados e a resposta

analitica representada pela resposta maltipla.
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Tabela 2.4 Planejamento Box-Behnken com os valores codificados e reais para otimizacao
da coprecipitacéo de As, Cd e determinacgdo por MIP OES

Experimento [CrO.*]x10* [Ag*]x10® | Acetona (uL) | Resposta multipla
1 3,64 (-1) 0,775 (-1) 250 (0) 1,33
2 3,64 (-1) 1,55 (1) 250 (0) 1,11
3 7,29 (1) 0,775 (-1) 250 (0) 1,13
4 7,29 (1) 1,55 (1) 250 (0) 1,73
5 3,64 (-1) 1,16 (0) 0(-1) 1,98
6 3,64 (-1) 1,16 (0) 500 (1) 1,22
7 7,29 (1) 1,16 (0) 0(-1) 1,56
8 7,29 (1) 1,16 (0) 500 (1) 1,41
9 5,46 (0) 0,775 (-1) 0(-1) 1,98
10 5,46 (0) 0,775 (-1) 500 (1) 1,53
11 5,46 (0) 1,55 (1) 0(-1) 1,81
12 5,46 (0) 1,55 (1) 500 (1) 1,42
13 5,46 (0) 1,16 (0) 250 (0) 1,73
14 5,46 (0) 1,16 (0) 250 (0) 1,98
15 5,46 (0) 1,16 (0) 250 (0) 1,94

O modelo matematico estatistico foi validado a partir da Analise de Variancia
(ANOVA) com teste da falta de ajuste, grafico dos valores preditos versus valores
observados e grafico de residuos versus valores preditos. Com ANOVA apresentada
na Tabela 2.5, observou-se que a falta de ajuste para 0 modelo quadratico ndo foi
significativa, pois o valor da raz&o da MQraj/MQep € (0,88) inferior ao valor de Frapeado
(19,16) para 3 e 2 graus de liberdade, respectivamente. Assim, o0 modelo quadréatico
estad bem ajustado aos dados obtidos pois a média quadréatica da falta de ajuste (MQ+j)
e a média quadratica do erro puro (MQep) s@o estimativas desses erros e presume-se
que estes dois valores ndo sdo estatisticamente diferentes e a razao deles foi inferior

ao valor de F tabelado.
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Tabela 2.5 ANOVA usando a RM com um nivel de confianca de 95 %

Fatores SQ Gl MQ F p
[CrO42] (L) 0,0051 1 0,0051 0,131 0,7520
[CrO+] (Q) 0,5440 1 0,5440 13,939  0,0648

[Ag*] (L) 0,0011 1 0,0011 0,030 0,8782

[Ag*] (Q) 0,2115 1 0,2115 5,419 0,1453
Acetona (L) 0,3795 1 0,3795 9,724 0,0892
Acetona (Q) 0,0013 1 0,0013 0,035 0,8679

[CrO4*] versus [Ag*] 0,1683 1 0,1683 4314  0,1734
[CrO4*] versus 0,0920 1 0,0920 2,357 0,2644
Acetona
[Ag*] versus Acetona 0,0007 1 0,0007 0,019 0,9012
Falta de ajuste 0,1037 3 0,0345 0,885 0,5689
Erro puro 0,0780 2 0,0390
Soma quadratica 1,5390 14

SQ -Soma quadrética; gl-Graus de liberdade; MQ-Média Quadratica

A analise do grafico dos valores preditos versus valores observados,
apresentado na Figura 2.2(a), demonstra a concordancia entre os valores preditos pelo
modelo e os valores experimentais (R? = 0,88) confirma que o modelo quadratico esta
bem ajustado aos dados experimentais obtidos no procedimento, com percentagem
de variacdo explicada em torno de 88%, apresentando menores residuos e desta forma
boa capacidade de previsdo. Assim como a falta de ajuste, avaliar os residuos
deixados pelo modelo é importante, e para um modelo bem ajustado os residuos ndo
podem apresentar indicios de anormalidade. A Figura 2.2(b) apresenta o grafico de
residuos e pode-se observar que os valores dos residuos se apresentam na ordem de
magnitude na faixa de + 0,2% e se distribuem aleatoriamente, mostrando mais uma

vez que o modelo quadratico esta bem ajustado.
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Figura 2.2 a) Gréfico de valores preditos versus valores observados e b) grafico de residuos

versus valores preditos para 0 modelo quadratico usando a resposta maltipla

O modelo matemético desenvolvido a partir dos dados experimentais
empregando o planejamento Box-Behnken foi utilizado para determinagdo das
melhores condigdes de extragcdo dos analitos pela coprecipitacdo. Nesse sentido, a
resposta multipla foi selecionada como resposta e um modelo matematico de segunda
ordem foi obtido e é descrito na Equacdo 2.2. As coordenadas de ponto critico
estabelecem as melhores respostas para os fatores estudados. A aplicacéo do critério
de Lagrange revelou que o ponto 6timo é classificado como um ponto de maximo.
As coordenadas do ponto de maximo (condi¢des 6timas) foram encontradas obtendo-
se as primeiras derivadas em relacdo as variaveis e igualando-as a zero gerando um
sistema de equacdes do primeiro grau. Resolvenso-se este sistema, encontram-se as
condi¢des Otimas. Atraves desses calculos, determinou-se os valores criticos para
cada fator estudado sendo: [CrO4%] = 5,46 x10* mol L%, [Ag*] = 1,16 X103 mol L*

e 0 pL acetona.

Resposta Mltipla = 1,94 + 011 + 0,025 0,070 [CrO4%] (L) -0,38 10,10 [CrO4*] (Q) +
0,012 0,070 [AQ*] (L) -0,24 +010[Ag*] (Q) — 0,218 +0,070 Acetona (L) -0,02 10,10
Acetona (Q) + 0,20:0,10 [CrO4%] versus [Ag*] 0,15:0,10 [CrO4>] versus Acetona
0,013:0,10 [Ag*] versus Acetona Equacéo 2.2

A analise das superficies de resposta é uma forma adicional e visual de se extrair
informacdes quanto as melhores condigdes de extracdo dos analitos por
coprecipitacdo. Nas superficies de resposta dois fatores sdo plotados em relagdo a

resposta multipla, indicando a regido de maxima e minima resposta obtidas dentro do
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dominio experimental, e a regido em vermelho mais intenso indica o valor
correspondente a esta maior eficiéncia de extragdo. Na Figura 2.3 estdo apresentadas

as superficies de resposta obtidas para o planejamento Box-Behnken trabalhado.

Sa e colaborados [41] avaliaram a dependéncia do pH nesse sistema de
coprecipitacdo utilizando o cromato como agente carreador de cobre em agua. Neste
contexto, 0 mesmo pH 7,0 foi adotado para a coprecipitacdo de As e Cd em peixes.
No entanto, por se tratar de uma matriz diferente a analisada, as concentragdes dos
reagentes responsaveis pela formacao do precipitado foram estudadas. A adicdo de
solvente orgéanico (acetona) também foi avaliada, pois a diminuicdo da constante
dielétrica do solvente pode levar a uma diminuicdo da solubilidade ou diminuicdo do
valor da constante do produto de solubilidade condicional, favorecendo a formacéo
de mais precipitado e consequentemente maior extracdo dos analitos [164]. No
entanto, este efeito ndo foi observado para esse sistema de coprecipitacdo, no dominio
experimental estudado. Assim, as condigdes criticas obtidas pelos calculos [CrO4?] =
5,46 x10“ mol L7, [Ag'] = 1,16 x10° mol L e a ndo utilizacdo de acetona,

corroboram com a analise dos pontos maximos de resposta, estando todos os valores

criticos dentro do dominio experimental estudado.

Figura 2.3 Superficies de resposta obtidas a partir planejamento Box-Behnken para as
variaveis
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2.4.2 Parametros analiticos

Os parametros analiticos do método proposto, como faixa linear, fator de
enriquecimento, curva de calibracéo, limite de deteccdo, limite de quantificacédo e
precisdo séo apresentados na Tabela 2.6. O fator de enriquecimento experimental foi
calculado utilizando a relacao entre os coeficientes angulares das curvas de calibracéo
com e sem pré-concentracdo. De forma complementar, os demais parametros foram
calculados conforme recomendado pela ITUPAC [130]. Nesse contexto, o desvio
padrdo de dez réplicas auténticas do branco foram utilizados. O limite de detec¢édo
(LOD) definido como trés vezes o desvio padrdo do branco dividido pelo coeficiente
de angular da curva. O limite de quantificacédo (LOQ) definido como dez vezes o
desvio padréo do branco dividido pelo coeficiente de angular da curva. A preciséo do
procedimento foi avaliada como desvio padrao relativo (% RSD) de 10 determinagoes
distintas nas concentracoes 5,0 ug L™ e 100 pg L e estes valores ndo foram maiores

que 8,8 % para o As e 3,5 % para o Cd.

Tabela 2.6 Resumo dos parametros analiticos desenvolvidos para o método de
coprecipitacio de As e Cd por MIP OES

Analito
Parametro
As Cd
Curva calibragao Intensidade ;3(,5,;9 [ug L]+ | Intensidade =321101,56 [ug LY +
LOD 0,39 ug gt 0,010 pg g*
LOQ 1,3ugg? 0,034 ug g*
Faixa de trabalho 1,3-200 pg Lt 0,034 — 200 pg L
Fator de enriquecimento 26 11
Preciséo 8,8 % 3,5%

Na literatura sdo descritos alguns trabalhos para determinacdo de elementos em
peixes empregando a coprecipitacdo (Tabela 2.9). O fator de enriquecimento obtido
neste trabalho foi comparavel com os encontrados em estudos que empregam técnicas
com sensibilidade parecida, como ¢é o caso da FAAS. No entanto, estes trabalhos
empregam altos volumes de amostra (100 a 500 mL) e volume final (2 a5 mL), o que
afeta diretamente na sensibilidade do método. Uma forma de contornar essa limitacéo
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seria solubilizar o precipitado em um volume menor, apds a aplicacdo da

coprecipitacéo.

2.4.3 Veracidade e aplicacao

A veracidade do método proposto foi avaliada pela analise de dois materiais de
referéncia certificados, figado de peixe (DOLT-5) e hepatopancreas de lagosta
(TORT-3), obtendo-se valores de recuperacdo variando de 91% a 101% para As e
88% a 93% para Cd respectivamente, com o emprego do método de coprecipitacéo
desenvolvido e determinado por MIP OES. Os valores obtidos estdo apresentados na
Tabela 2.7. A avaliacdo estatistica, por meio do teste t de Student, mostrou que nao
ha diferenca significativa entre os valores obtidos e o valores certificados com nivel

de confianca de 95%, confirmando a veracidade do método.

Tabela 2.7 Avaliagdo da veracidade do método coprecipitacdo-MIP OES e ICP-MS nos
CRMs (DOLT-5) e (TORT-3), resultados expressos pela média + desvio padréo (n =3)

Fracdo de massa (mg kg?)
CRM Coprecipitagdo-MIP OES ICP-MS
As Cd As Cd
DOLT-5? 31,56 +2,21 13,11+0,32 32,14 +2,81 12,79 £ 0,92
TORT-3" 55,43 £ 3,04 38,69 £ 1,59 54,83+ 1,62 39,54 +£ 2,13

a:valor certificado DOLT-5=34,6 + 2,4 (As) e 14,5+ 0,6 (Cd);
b:valor certificado TORT-3=54,9 £ 2.5 (As) e 42,3 £ 1.8 (Cd).

O método proposto foi aplicado na coprecipitacao e separacdo/pré-concentracdo
dos analitos por MIP OES nas amostras de peixes e os resultados foram comparados
com os valores obtidos por ICP-MS para uma avaliacdo complementar do método
(Tabela 2.8). A avaliacdo estatistica por meio do teste t pareado com nivel de
confianca de 95% ndo demonstrou diferenca estatistica entre os valores obtidos pelo
método de coprecipitacdo MIP OES e os obtidos pela analise direta no ICP-MS,
considerando que o valor de t calculado € 1,80 (As) e 0,95 (Cd), enquanto o valor de

t-critico foi 2,26.
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Tabela 2.8 Aplicacdo do método separacdo e pré-concentracdo desenvolvido para
determinacdo de As e Cd em amostras de peixes (média + desvio padréo, n = 3)

Fracéo de massa (mg kg™?)
Amostra Coprecipitacdo-MIP OES ICP-MS
As Cd As Cd

Corvina 11,54+0,15 0,0115+0,0016 | 12,14+0,08  0,0135 + 0,0006
Atum 456 £0,38  0,0308 + 0,0020 | 4,828 +£0,062  0,0328 + 0,0017
Vermelho 3,54+0,21 0,0914 +0,0077 | 3,378+0,004 0,0894 + 0,0057
Bagre 257+0,19 0,0267 +0,0010 | 2,357 +0,026  0,0259 + 0,0018
Dourado 591+0,53 0,0337+0,0015 | 6,313+0,191  0,0343 + 0,0008
Guaiuba 3,23+0,16 <0,010 3,445+ 0,023  0,0056 + 0,0002
Arraia 26,38+ 1,02 0,0192+0,0012 | 26,08+0,56  0,0212 + 0,0022
Sardinha 54,73+2,51 0,0269+0,0017 | 56,69+0,33  0,0249 £ 0,0013
Pescada branca | 8,06 +0,72 0,0148 £0,0012 | 8,658+0,013 0,0168 + 0,0021
Pescada amarela <0,39 0,0297 +0,0023 | 0,301+0,008 0,0277 = 0,0029

Os teores encontrados nas amostras analisadas foram entre 2,57 e 54,7 (As) e
entre 0,011 e 0,091 (Cd). A variacéo da fracdo de massa de As entre as amostras pode
ser explicada devido a cotaminacdo, a depender do habitat e posi¢éo trofica. Dentre
as amostras analisadas a sardinha, arraia e corvina apresentaram os valores mais
elevados de As. Ja o vermelho, atum, e dourado apresentaram os maiores teores de
Cd. De acordo com os resultados todas as amostras de peixe estdo acima do limite
maximo permitido para As, 1,0 mg kg™! As (ANVISA), ja amostra de vermelho
(0,091 mg kg!) encontra-se prépria para consumo humano de acordo com a
legislacéo brasileira (0,1 mg kg?) [7], mas imprdpria de acordo com a EU (0,05 pg
g'Cd).

Para essas amostras, ainda é de interesse no &mbito da seguranca do alimento
realizar a especiacdo de As para verificar a quantidade de espécies inorganicas. A
analise de especiacdo quimica pode nos fornecer uma real situacdo da contaminacéo
dos peixes, visto que as espécies organicas do As expressam menor toxicidade em

relacdo as suas espécies inorganicas.
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Tabela 2.9 Comparacao do método proposto com alguns estudos de coprecipitagdo em

amostras de peixes

Agente carreador Analitos LOD FE Técnica Ref.
. . . As, Cd, Cr, Co, Cu,
Hidroxido de magnésio . 0.01-0.33° 5-25 MIP OES [9]
Mn, Hg, Ni,V
. . . . Pb, Co, Cu, Cd, Fe,
Hidréxido de zirconio Ni 0.27-2.502 25 FAAS [154]
i
Mn(Il)-Br-PADAP Cd 4,278 FAAS [156]
Cu-2-
. CdePb 1,38¢,0,02¢ 17,5-7 GFAAS [158]
mercaptobenzotiazol
N-Benzol-N,N-
. L Sn (I1) 0.0132 50 GFAAS [159]
diisobutiltioureia
Ni2*/acido 2-Nitroso-1-
) Cr(l11) 1.332 50 FAAS [160]
naftol-4-sulfonico
Este
Cromato de prata As, Cd 0,39°,0,010° | 25,6-11,2 MIP OES
trabalho

FE: Fator de enriquecimento; LOD: Limite de deteccdo; a: pug L b: pg g% c: ng g*

2.5. CONCLUSOES PARCIAIS

Um método foi desenvolvido para separacdo/pré-concentracdo baseado na
coprecipitacdo de As e Cd aplicado em amostras de peixes e determinacdo por MIP
OES. O emprego da coprecipitacdo foi uma estratégia eficiente para aumentar a
sensibilidade do MIP OES. Desta forma, foi possivel a determinagdo de arsénio e
cadmio em peixes. A utilizacdo do planejamento Box-Behnken se mostrou adequada
para a otimizacao das condicdes de extracdo de As e Cd nas amostras.

A combinacédo da coprecipitacdo com a determinacéo por MIP OES forneceu
um método com exatidao satisfatdria e sensibilidade adequada para essa finalidade.
A veracidade foi avaliada com o emprego de CRMs e em comparagdo com ICP-MS.
Os limites de determinacéo obtidos se mostraram adequados para atender aos limites
estabelecidos pela legislacéo.

As principais vantagens do método desenvolvido foram a sua simplicidade,
baixo custo e bons parametros analiticos. Estes resultados indicam a viabilidade de
aplicacdo deste método de coprecipitacdo na separacao/pré-concentracdo de As e Cd
e determinacdo por MIP OES. No entanto, uma anélise de especiacdo quimica ainda
é requerida para avaliar a real toxicidade de As nos peixes.
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Capitulo 3

Desenvolvimento de Método para Especiacdo Quimica de As em

frutos do mar e Cr em amostras agricolas por LC-ICP-MS

3.1. INTRODUCAO

O arsénio (As) e o cromo (Cr) sdo elementos toxicos e tém alta prioridade na
lista da Agéncia de Substancias Téxicas e Registro de Doencas (ATSDR) [165].
Esses elementos também sdo reconhecidos pela Agéncia Internacional de Pesquisa
Sobre o Céancer (IARC) como cancerigenos humanos [166]. O As e o Cr ocorrem
naturalmente em uma variedade de espécies quimicas, com diferentes niveis de
toxicidade. Dentre as espécies mais comuns para o0 As, as espécies organicas,
arsenobetaina (AsB), monometilarsénio (MMA) e dimetilarsénio (DMA) sdo as
menos toxicas e as espécies inorganicas arsenito [As(l11)] e arsenato [As(V)] séo
consideradas extremamente toxicas aos humanos. Ja o Cr(l11) é considerado essencial
ao metabolismo da glicose, enquanto o Cr(VI) é carcinogénico [167]. Autoridade
europeia de seguranca alimentar (EFSA) aponta controvérsia quanto a ingestdo de
Cr(111) pois segundo diferentes estudos recentes ndo foram encontradas evidéncias de

efeitos benéficos associados a ingestdo de cromo em individuos saudaveis [92].

Para a populacdo em geral a maior fonte de exposicdo ao As e Cr € por via
alimentar. Nesse contexto, produtos de origem animal, como os frutos do mar séo
reconhecidos por representar importante fonte de proteina e por serem ricos em
minerais. O seu consumo é associado aos beneficios da saude, pois auxiliam no
desenvolvimento neurologico e na prevencdo de doencas cardiacas [65,105,168—
170]. Apesar da notavel vantagem para a nutricdo humana, os frutos do mar podem
absorver e metabolizar altas concentragdes de elementos toxicos, como o arsénio e 0
cromo, em seus tecidos, representando riscos a salde humana. Essa contaminacao é

proveniente de diversos fatores, como atividade antropica. Como exemplo, a
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utilizacdo de pesticida arseniato de metila monossodico ou residuos de cromo na

indUstria de curticdo de couros, entre outros [69,89,171].

Devido aos diferentes niveis de toxicidade das espécies de arsénio e cromo
encontrados nos pescados e as inUmeras formas de contaminacdo alimentar, a anélise
de especiacdo quimica de As e Cr é cada mais que necessaria quando o assunto é
seguranca alimentar. Desta forma, varios paises tém estabelecido limites para estes
analitos no consumo seguro de frutos do mar. No entanto, para 0 As 0s 0rgaos
reguladores tem relutado em estabelecer um limite maximo e isto deve-se a
diversidade de formas moleculares que podem ser encontradas em fruto do mar
[89,172]. No Brasil, o limite maximo estabelecido em pescados é definido para o teor
total de As, 1,0 mg/kg, mas para o Cr ainda ndo existe legislacdo vigente no pais que
estabeleca estes limites [173]. Porém, € reconhecido que o limite maximo
estabelecido para As total ndo é suficiente, visto que a AsB é a espécie predominante
em pescados [174]. Em outras paises, as agéncias governamentais tém estabelecido
limites considerando somente a concentracdo das espécies inorganicas de As em
pescado, sendo que os limites variam de acordo com pais e o tipo de pescado [175—
177]. Limites para arsénio inorganico foram estabelecidos em diversos tipos de arroz
pela Unido Europeia. Na legislacdo brasileira atualmente em vigor também foram
estabelecidos limites maximos para As inorganico para alimentos infantis e
parturientes, sendo que esta serd uma tendéncia para outros tipos de alimentos, como
0s pescados [7, 69,175,178].

A escolha do método de extracdo é um dos mais importantes passos durante a
andlise de especiagdo quimica de As e Cr em amostras de pescado
[13,65,71,89,174,175,179-181]. No entanto, é importante mencionar que a
especiacdo quimica destes analitos em matrizes solidas ¢ um desafio, pois a
integridade das espécies deve ser mantida em todas as etapas da analise [182-184].
A estabilidade das espécies de As e Cr ap0s preparo da amostra deve ser assegurada

para evitar que os resultados sejam subestimados ou superestimados.

Diferentes métodos tém sido propostos para 0 preparo de amostra visando a

especiacdo de As em pescado, sendo que 0os mais comuns usam solugdes de acido
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nitrico diluido, misturas metanol-4gua, ou s6 agua [65,174,185]. O emprego de
ultrassom, micro-ondas e agitacao sao considerados nesses métodos. De forma geral,
0s meétodos envolvendo a extracdo por ultrassom podem afetar a integridade das
amostras caso 0s parametros de extracdo ndo sejam bem ajustados [186]. Ja os
métodos de extracdo por micro-ondas com HNO3z reduzem o tempo de preparo da
amostra, podendo aumentar o risco de interconversdo das espécies. Apesar dos
diferentes tipos de solucéo de extracdo e fontes de aquecimento terem sido avaliadas
para especiacdo de As em pescados, 0 estabelecimento de um Unico método para
analise de especiacdo ndo € trivial e a avaliacdo para cada tipo de pescado é
necessaria. Além do mais, a exatidao de alguns métodos encontrados na literatura ndo
apresentou o rigor esperados dos métodos analiticos, levando a resultados
equivocados [182,187].

Para o Cr foram encontrados diversos metodos para extracao das suas espécies
em amostras de alimentos, no entanto nenhum especifico para amostras de pescado
[71]. Ao contréario do observado para outros tipos de matriz, a mistura NaOH/Na>CO3
é pouco explorada na extracdo de cromo em alimentos. Geralmente sdo empregados
variados sais alcalinos para extracdo efetiva do Cr(VI) nas amostras alimenticias.
Métodos de extracdo empregando ultrassom, micro-ondas, agitacdo e chapa
aquecedora sdo empregados [67,68,180,188-190]. A extragdo com EDTA em pH
alcalino para estabilizar as espécies de Cr (Cr(V1) através do pH alcalino e Cr(ll)

através da complexacdo com EDTA) tem sido investigado [179,191].

Em relacdo a separacdo e deteccdo das espécies, a combinacdo de técnicas
analiticas € usualmente necessaria para alcancar a seletividade e a sensibilidade
adequadas para a analise de especiacdo quimica. A cromatografia liquida hifenada a
espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (LC-ICP-MS) ¢ a
combinacdo mais adequada para especiacdo de As em pescados e Cr em alimentos
[65,67,68,174]. Esse acoplamento fornece uma deteccdo seletiva das espécies
quimicas em niveis traco, além de proporcionar 6timas separacdes das especies de As
e Cr, empregando colunas cromatograficas aniénicas ou catiénicas [192]. A deteccdo
por ICP-MS pode apresentar interferéncias poliatomica (*°Ar®Cl) durante a

determinacédo de °As e a interferéncia (**Ar!2C) na determinacéo de %Cr, as quais
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ocorrem em matrizes contendo alta concentracdo de cloreto, como os pescados de
agua salgada. O He é um dos gases que podem ser utilizados na cela de reagdo para

reducdo dessas interferéncias poliatbmicas mencionadas [192].

3.2 OBJETIVO

O objetivo desse capitulo é explorar a cromatografia liquida associada a
espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (LC-ICP-MS) no
desenvolvimento de métodos para especiacdo de As em frutos do mar e Cr para
amostras agricolas. Avaliar a matriz Doehlert para otimizar as condi¢des de extracédo
das espécies As(V), As(lll), AsB, MMA e DMA nas amostras de camardo, peixe e
molusco bivalve e o0 planejamento Box-Behnken para otimizar as condigdes de

extracdo das espécies Cr(l11) e Cr(VI) em camardo, peixe, molusco bivalve e solo.

3.3 PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1 Equipamentos

As andlises de especiacdo foram realizadas em um sistema de cromatografia
liquida (1260 series Infinity 1l, Agilent Technologies, Japdo), com bomba
quaternéria (G7111A, Agilent Technologies) e um auto amostrador (G129A,
Agilent Technologies) com 100 posicdes para frascos de 2 mL. As colunas de troca
anidnica foram utilizadas para separacdo das espécies de arsénio (G3288-80000,
4,6 mm x 150 mm, Agilent Technologies, Téquio, JHS, Japdo). Para as especies
de Cr (G3268-80001, 4,6 mm x 30mm, Agilent Technologies, Téquio, JHS,
Japdo), coluna de guarda (G3154-65002, 4,6 mm x 10 mm, Agilent Technologies,
Téquio, JHS, Japdo) e kit de conexdo LC (G1833-65200, Agilent Technologies,
Téquio, JHS, Japéo) foram utilizadas. A eluicéo foi realizada em modo isocratico
e o fluxo da fase mével foi mantida em 1,0 mL min* (As) e 0,7 mL min* (Cr). O
sistema foi acoplado ao ICP-MS através de um capilar PEEK da saida da coluna
do HPLC ao nebulizador concéntrico do sistema de introducdo do ICP-MS. O

método de configuracdo integrado e controle sequencial do sistema combinado
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LC-ICP-MS foi realizado a partir do software ICP-MS MassHunter (MH) (Agilent
Technologies, Toquio, JHS, Japéo).

Para determinacdo de As e Cr, um espectrOmetro de massas acoplado
indutivamente (ICP-MS 7800, Agilent Technologies, Téquio, JHS, Japdo) equipado
com uma célula de reacdo e colisdo pressurizada com He de alta pureza (99,9999%)
(White Martins-Praxair, Sertdozinho, SP, Brasil). Argonio de alta pureza (99,999%)
(White Martins-Praxair, Sertdozinho, SP, Brasil) foi utilizado para geracdo do
plasma, nebulizacdo e gas auxiliar. Os pardmetros instrumentais operacionais sao
apresentados na Tabela 3.1. As amostras de frutos do mar foram liofilizadas (Modelo
EC, MicroModulyo, Nova York, NY), moidas criogenicamente (MA775, Marconi,
Piracicaba, Brasil) e digeridas em meio acido em forno de micro-ondas (Multiwave
Go Plus, Anton Paar, Graz, Austria). As medidas dos valores de pH foram realizadas
em pHmetro (Bel Instrument, modelo W3b) e as extracBes das espécies de As e Cr
para analise de especiacdo foram realizadas em bloco digestor (MA4025, Marconi,
Piracicaba, Brasil). A disperséo da solucdo extratora nas amostras foi feita com vortex
(Marconi, Piracicaba, Brasil). Uma centrifuga com capacidade para tubos de 15 e 50
mL (Excelsa Il 206 BL, FANEM, S&o Paulo, Brasil) foi empregada para aceleracao

da decantagéo do particulado.
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Tabela 3.1 Parametros instrumentais do LC-1CP-MS para anélise de especia¢do quimica de

Ase Cr

Anélise de especiacdo quimica de As (LC)

Fase mével

Vazéo da fase movel
Modo de elui¢do
Volume injetado
Tempo de analise

Medida

10 mM (NH4)2HPO, + 1% (v v't) metanol pH 8,0
1,0 mL min*

Isocratico

50 pL

720s

Anélise resolvida no tempo (TRA)

Anélise de especiacdo quimica de Cr (LC)

Fase mével

Vazéo da fase madvel
Modo de eluigéo
Volume injetado
Tempo de anélise

Medida

15 mM NazSO4, 5 mM EDTA, 5 mM
NaH2PO4 pH 7,0

0,7 mL mint
Isocratico
50 pL

360 s

Anadlise resolvida no tempo (TRA)

ICP-MS

Poténcia de radio-frequéncia
Profundidade de amostragem
Vazéo do gas de nebulizagdo
Vazdo do gas He
Nebulizador

Camara de nebulizacédo

Is6topo monitorados

1550 W

8 mm

1,1 L min?

4,5 mL min!
Micromist

Tipo Scott , duplo passo

75AS, SZCr
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3.3.2 Amostras, solucdes e reagentes

Para o desenvolvimento deste estudo, seis amostras de peixes, arabaiana
(Seriola spp.), bijupira (Rachycentron canadum), cacdo (Carcharhinus plumbeus),
corvina (Argyrosomus regius), linguado (Paralichthys brasiliensis) e sardinha
(Sardinella brasiliensis) foram fornecidas pelo pesquisador Carlos Alberto da Silva,
da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE. Essas amostras foram escolhidas
devido a frequéncia de consumo da populacdo brasileira, de acordo com o boletim
estatistico de pesca e aquicultura [162]. Também foram utilizados o molusco bivalve
tarioba (Iphigenia brasiliensis), proveniente da zona de estuario da cidade de Ilhéus,
BA, camardo cinza (Litopenaeus Vannamei) obtido no mercado local de Sao Carlos,
SP e camardo rosa (Farfantepenaeus paulensis) proveniente do municipio de Séo
Sebastido, SP, bem como suas cabecas, patas e cascas, devido a sua utilizacdo no

preparo de diversos pratos culinarios.

As amostras das 6 espécies de peixes foram adquiridas aleatoriamente em feiras
livres, peixarias, feiras livres e/ou supermercados, totalizando 18 amostras, sendo 3
amostras por espécie. As amostras de peixes foram refrigeradas e transportadas em
caixas térmicas para o Laborat6rio da Embrapa Tabuleiros Costeiros em Aracaju, SE.
Aproximadamente 100-150 g do musculo latero-dorsal de cada peixe foram
separados e liofilizados por 48 h, até atingirem pesos constantes. Em seguida, foram
armazenados em freezer a —15°C. As amostras foram moidas em processador ¢
peneiradas em malha de nylon de 250 um para obter amostras homogéneas. Entre
cada moagem, o processador foi lavado com solucdo de &cido nitrico a 10% v/v e

depois com agua Milli-Q para evitar contaminacdo cruzada entre as amostras.

Para o desenvolvimento e avalia¢do da veracidade do método de As e Cr total
por ICP-MS e do método de especiacdo de As e Cr por LC-ICP-MS, quatro materiais
de referéncia certificado, (proteina de peixe (DORM-4, NRC, Conselho Nacional de
Pesquisa do Canada) e figado de cacdo (DOLT-5, NRC), hepatopancreas de lagosta
(TORT-3, NIST) tecido de ostra (1566b, NIST), e solo contaminado com cromo
hexavalente (2701, NIST), e o material de referéncia de tecido de peixe desenvolvido
pelo Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN, S&o Paulo-SP) foram

usados.
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Toda vidraria foi mantida em HNOz 10% (v/v) por pelo menos 24 h e lavadas
com agua antes do uso. Todas as solugcbes foram preparadas com reagentes de grau
analitico e agua com resistividade 18,2 MQ cm, purificada em sistema Milli-Q®
(Millipore, Bedford, MA, USA). Os experimentos foram realizados usando HNO3
(Synth, Diadema, SP, Brasil) purificado em um sistema de destilacdo sub-boiling
Distillacid™ BSB-939-IR (Berghof, Eningen, Alemanha).

As solugdes de referéncia para a determinagao de As e Cr total (0,1 a 20 pg L~
1) foram preparadas em HNO3 1% (v/v) a partir de uma solugéo padrdo para ICP-MS
(Fluka, Buchs St. Gallen, Suica). A solugdo de padrio interno (PI) de 500 pug L de
Ga foi preparada em HNO3 1% (v/v) a partir de uma solucéo de Pl 1000 mg L Ga
(Fluka, Buchs St. Gallen, Suica).

Para a analise de especiacdo de As a fase mével contendo (NH4)2HPO4 10 mmol
L (pH 8,0) foi preparada diariamente pela dissolugédo do sal (NH.).HPO4 (Synth)
em agua contendo 1% (v/v) de metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich). O pH da fase
movel foi ajustado com uma solugédo de NHs saturada em &gua (Synth). Ja para o Cr,
a fase movel 15 mM Na,SOs (Vetec), 5 mmol L™t EDTA (Exodo Cientifica), 5 mmol
L NaH.PO4 (Synth) (pH 7,0) foi preparada diariamente pela dissolucéo dos sais em
agua.

Soluc6es de calibracdo de As(l11), As(V), AsB, DMA, MMA, Cr(lll) e Cr(VI)
(0,1 a 20 pg L't como As/Cr) foram preparadas diariamente a partir das solucdes
estoque de 1000 mg L (como As/Cr) de As(I11), As(V), AsB, DMA, MMA, Cr(l1)
e Cr(VI), que foram previamente preparadas a partir da dissolu¢cdo dos sais de
NaAsO: (Sigma-Aldrich), KH2AsO4 (Sigma-Aldrich), CsH11AsO: (Sigma-Aldrich),
(CHz3)2AsO2Na - 3H20 (Sigma-Aldrich), CH3AsO(ONa)2 - 6H20 (Sigma-Aldrich),

Cr(NOz3)s (Dindmica), e K2CrO4 (Sigma-Aldrich) em agua, respectivamente.
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3.3.3 Preparo da amostra

3.3.3.1 Determinacao de As e Cr Total

Para a digestdo das amostras, 200 mg das amostras foram pesadas diretamente
nos frascos de digestdo do forno micro-ondas, em triplicata. Em seguida, foram
adicionados 6,0 mL de HNOs (7,0 mol L?) e 2,0 mL de H202 (30% m v?1). O
programa de aquecimento foi de (1) 20 min até 180°C e (2) 20 min em 220°C. Apo6s
a digestdo, as solucdes foram diluidas para 30 mL com agua, e a concentracao de As
e Cr total foi determinada por ICP-MS.

3.3.3.2 Especiacdo de As em pescados

Para extracdo das espécies de As, 100 mg de amostra de pescado foi pesado
diretamente em frasco de digestdo PFA com boca rosqueavel e tampa de PFA, sendo
a seguir adicionados 5 mL de HNO3s 30 mmol L. As amostras foram agitadas em
vortex por 30 s e levadas ao aquecimento em bloco digestor por 40 min em
temperatura de 90°C. Apds resfriamento, o extrato foi centrifugado a 3200 rpm por 5
min e 1 mL do sobrenadante foi transferido a outro frasco e diluido 5 vezes com a
fase mével. Por fim, filtrado com filtro de seringa 0,22 um de PTFE (Analitica) e

transferido ao amostrador do LC-1CP-MS para andlise de especiacdo de As.
3.3.3.3 Especiacdo de Cr em amostras agricolas

Para extracdo das espécies de Cr, 100 mg de amostra agricola foi pesada
diretamente em frasco de digestdo com boca rosqueavel e tampa de PFA e adicionado
5mL de EDTA 45 mmol L*em pH 10,0. As amostras foram agitadas em vortex por
30 s e levadas ao aquecimento em bloco digestor por 40 min em temperatura de 90°C.
Apos resfriamento, o extrato foi centrifugado a 3200 rpm por 5 min e 1 mL do
sobrenadante foi transferido a outro frasco e diluido 10 vezes com a fase movel (pH
7,0). Por fim, filtrado com filtro de seringa 0,22 um de PTFE (Analitica), e transferido

ao amostrador do LC-ICP-MS para analise de especiacéo de Cr.
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3.3.4 Estratégia de otimizagéo

3.3.4.1 Espécies de As

Para a otimizagdo do metodo de especiacdo As foi empregada a matriz Doehlert,
sendo avaliados os pardmetros criticos para a extracdo das espécies de As nos
diferentes tipos de pescado. Os niveis estudados foram adaptados a partir de trabalhos
ja descritos na literatura e experimentos preliminares [174,193]. Os fatores e niveis
estudados foram: temperatura (70, 80 e 90°C) e tempo (15, 22,5, 30, 37,5 e 45 min).
Para analise dos dados foi utilizado o programa STATISTICA 12 com nivel de
confianga fixo em 95%.

Para obter uma condicdo Unica experimental para todas as espécies, a
Recuperacdo Cromatogréfica (RC) foi empregada como resposta. Para isso a Equacgéo
3.1 foi empregada, onde RC corresponde ao percentual de recuperacdo
cromatografica, Ce corresponde a concentracao total de As no extrato e Casany, Casv),

Cmma,Coma e Case corresponde as concentracdes das espécies de As no extrato.

(Casain* Casvy + Cuma+ Coma+ Casp)
Ce

RC (%) = x100 Equacéo 3.1

3.3.4.2 Espécies de Cr

O método de especiacdo de Cr em amostras agricolas foi otimizado através um
planejamento Box-Behnken, aos quais foram avaliados 0s parametros criticos para a
extracdo. Os niveis estudados foram adaptados a partir de trabalho ja descrito na
literatura e experimentos preliminares [67,68]. Os fatores e niveis estudados foram:
temperatura (50, 80 e 110°C), tempo (10, 30 e 50 min), massa (50, 100 e 150 mg) e
concentracdo de EDTA (10, 40 e 70 mmol L1). Para analise dos dados foi utilizado
0 programa STATISTICA 12 com nivel de confianca fixo em 95%.

Para obter uma condicdo Unica experimental para todas as espécies, a
Recuperacdo Cromatogréafica (RC) foi empregada como resposta. Para isso a equacéo
3.2 foi empregada, onde RC corresponde ao percentual de recuperacdo
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cromatogréafica, Ce corresponde a concentracdo total de cromo no extrato e Ccrqiy
corresponde a concentragdo da especie trivalente de cromo no extrato e Ccroviy

corresponde a espécie hexavalente do cromo no extrato.

RC (%) = (CC“”’): Cervn) 100 Equacéo 3.2

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Determinacéo de As e Cr Total

Primeiramente, para avaliar a veracidade do método de digestdo para
determinacdo de As e Cr total nas amostras foram analisados os CRMs. As fragcoes
de massas de As e Cr total obtidas por este método e suas respectivas recuperagdes
sdo apresentadas na Tabela 3.2. A avaliagéo estatistica, por meio do teste t de Student,
mostrou que ndo ha diferenga significativa entre os valores obtidos e os valores
certificados, com nivel de confianga de 95%, sendo o valor tcaiculado (1,56) € travelado
(2,78) para As e tcaiculado (1,87) € travelado (3,18) para Cr, confirmando a veracidade do
método. Desta forma, as demais amostras foram analisadas e as fragdes de massa nos

pescados estdo apresentados na Tabela 3.6 para As e na Tabela 3.8 para Cr.

Tabela 3.2 Avaliacio da veracidade na determinacéo de As total em amostras de pescados por ICP-MS

. a Valor (mg kg?) Recuperacéo
Analito CRM Certificado Determinado (%)
IPENP 5,90 £ 0,27 5,80 £0,32 98
DOLT-5 346+24 31,02+ 1,55 90
As DORM-4 6,80+ 0,64 5,94 +0,14 87
1566b 7,65+ 0,65 6,64 £ 0,19 87
TORT-3 59,5+3,38 59,38 + 1,08 99
IPENP - 0,117 + 0,003 -
DOLT-5 2,35+0,58 2,012 £ 0,030 87
Cr DORM-4 1,87 £0,16 1,847 + 0,037 98
1566b - 0,554 + 0,036 -
TORT-3 1,95+0,24 1,782 + 0,045 91
2701 4,26 £0,12 4,24 £ 0,35 99

a: Material de referéncia certificado, b:material de referéncia
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3.4.2 Otimizacao da separacao cromatografica das espécies de As e
Cr

A fase movel 10 mM (NHa4).HPO4 diluida em 1% (v/v) de metanol (pH 8,0) foi
selecionada, tendo em vista a separacdo, resolucdo e tempo relativamente curto,
mesmo utilizando o modo isocratico [185,194]. A partir da fase movel de
(NH.)2HPO4 10 mmol L™ foi efetuada apenas uma otimizacdo, com pequenos ajustes
de pH (8,0 a 8,65) para a melhora da separacdo das espécies de As. Na Figura 3.1 é
possivel ser observada a influéncia do pH na separacdo cromatografica das espécies
de As. Esses parametros foram estudados de forma univariada com a utilizagéo de
solucgdes de referéncia de As para cada espécie (As(111), As(V), AsB, DMA e MMA).

A utilizacdo de fase movel com pH 8,0 favoreceu a separacdo entre As(lll) e
DMA. Com a fase movel em pH 8,65 ocorre uma mudanca das caracterisicas fisico-
quimicas do As(l1), formando &cido arsenoso (pKaz 9,2). Desta forma, sua interacao
com a fase estacionaria é reduzida, sendo eluido, praticamente, no mesmo tempo que
a espécie DMA, condicdo observada em valores de pH superiores a 8,25. Por outro
lado, em valores de pH mais baixo o As(lll) também interage mais com a fase
estacionaria, devido ao maior deslocamento do equilibrio, assim como com as outras
espeécies, tornando o pico mais largo, o que, consequentemente, prejudica o LOD. No
entanto, como foi obtida uma adequada resolucdo para As(l11) e DMA, a fase movel
com pH 8,0 foi definida para a realizagcdo das analises, mesmo com o alargamento

das demais espécies.
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Figura 3.1 Separacdo das espécies de As usando a fase mével 10 mmol L*
(NH4)2HPO4 diluida em 1% (v/v) de metanol (pH 8,0)

Ja para a separacdo das espécies de Cr, fase mével 15 mmol Lt Na,SO4 + 5 mmol
L? EDTA + 5 mmol L NaH:POs (pH 7,0) foi selecionada, tendo em vista os
pardmetros de separacdo, resolucdo e tempo empregando o modo isocratico
[179,191]. Desta forma, a partir das fases méveis de 15 mmol L Na,SO4 + 5 mmol
Lt EDTA +5 mmol L NaH2PO: (pH 7,0); 25 mmol L™ (NH4),S04 + 5 mmol L EDTA
+ 1 mmol L NaOH (pH 8,0) e 5 mmol L* EDTA (pH 10,0), foi efetuado uma
otimizacdo para melhorar a separacao das espécies de Cr. De acordo a Figura 3.2 é
possivel observar a influéncia do pH e composicdo da fase mével na separacédo
cromatografica das espécies de Cr. Estes parametros foram estudados de forma
univariada, com a utilizagéo de solugdes de referéncia de Cr para cada especie (Cr(I11)
e Cr(VI)).
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Figura 3.2 Influéncia do pH da fase movel na separacao das espécies de Cr. Injecdo de 50
pL de uma solucdo contendo Cr(III) e Cr(VI) usando fase mdvel composta de 15 mM

Na,;SOs + 5 mM EDTA + 5 mM NaH,POs com (=) pH = 7,0; 25 mM (NH4),504 + 5mM

Tempo de retencéao (min)

EDTA + 1ImM NaOH com (=) pH =8,0e 5 mM EDTA (=) com pH = 10,0.

A fase mdvel em pH 10,0 ndo se mostrou capaz de separar a espéecie Cr(lll),
além de apresentar um maior tempo de eluicdo para o Cr(VI), levando a um maior
custo de anélise devido ao maior tempo de corrida cromatografica e consequente
maior gasto de fase mdvel. Em pH 8,0 houve a separacao das duas espécies do cromo,
no entanto, para o Cr(l11) a defini¢do do pico ndo foi adequada e isso € caracterizado
pela baixa solubilidade nesse meio. JA& em pH 7,0 observou-se tanto resolucédo
adequada, quanto uma definicdo de pico, pois a complexacdo do Cr(Il1)-EDTA foi

efetiva, convertendo o Cr(lll) a sua forma complexada, facilitando a separacao e

determinacdo deste analito.
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3.4.3 Otimizacao das condicOes de extracao das espécies de As e Cr

3.4.3.1 Arsénio

A otimizacdo das extracOes das espécies de As foi realizada empregando
planejamentos experimental Doehlert. Matrizes experimentais contendo 9
experimentos cada foram utilizadas para otimizar as condi¢es de extracdo das
espécies e os fatores temperatura e tempo foram estudados em amostras de pescados.
Fatores também relevantes, como massa de amostra e solucdo extratora foram
adaptados de trabalhos previamente descritos na literatura [89,174]. A Tabela 3.3
mostra o planejamento experimental Doehlert aplicado com valores reais e

codificados e a resposta analitica em fungéo da recuperagdo cromatografica.

Tabela 3.3 Matriz do planejamento Doehlert para otimizacdo dos fatores envolvidos na

extracao das espécies de As em pescados

Tempo (min) Temperatura (°C)

Experimento RC(%)?2
1 30,0 (0) 80 (0) 88,4"/85,1°
2 45,0 (1) 80 (0) 85,7°/83,2°
3 37,5 (0,5) 90 (0,866) 96,1%/92,3°
4 15,0 (-1) 80 (0) 65,4°/65,1°
5 22,5 (-0,5) 70 (-0,866) 75,7°/75,0°
6 37,5 (0,5) 70 (-0,866) 69,3"/69,4°
7 22,5 (-0,5) 90 (0,866) 80,3/80,1°
8 30,0 (0) 80 (0) 89,2"/86,0°
9 30,0 (0) 80 (0) 88,50/85,5¢

a: Recuperagdo Cromatografica; b: resposta analitica para amostra de camardo; c: resposta

analitica amostra de molusco bivalve
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A importancia da validacdo do modelo foi exposta nos capitulos anteriores e por
1SS0 realizou-se o teste da falta de ajuste, avaliacdo dos valores predito versus valores
observados e residuos versus valores preditos. Os modelos matematicos séo descritos
pela Equacdo 3.3 para a amostra de camardo e Equacéo 3.4 para a amostra de molusco

bivalve.

Recuperacdo Cromatografica = 88,76 : 028 + 8,29 : 024 (Temperatura) — 6,17 + o037
(Temperatura?) + 3,41 + 017 (Tempo) — 2,84 1013 (Tempo?) + 4,97 + 22 (Temperatura x Tempo)
Equacéo 3.3

Recuperagdo Cromatografica = 85,85 + 028 + 7,35 + 024 (Temperatura) — 4,86 + 037
(Temperatura?) + 2,73 + 017 (Tempo) — 2,34 1013 (Tempo?) + 3,79 + 022 (Temperatura x Tempo)
Equacéo 3.4

Por meio da andlise de variancia do modelo, foi verificado que todos os termos
foram estatisticamente significativos. Adicionalmente, o sinal positivo para os fatores
e sua interacdo indicam que em temperatura e tempo moderadamente elevados ha
uma maior extracdo das espécies de As. Esta condicdo foi observada para os dois
modelos gerados a partir da analise dos pescados. Analise de variancia foi realizada
com um nivel de confianca de 95% e o coeficiente de correlacdo foi maior que 0,97,
indicando uma 6tima concordancia entre os valores preditos e os valores observados.
A resposta méxima foi determinada aplicando os critérios de Lagrange, sendo a
melhor condicdo estabelecida foi tempo de 40 min em temperatura de 90°C para
maior extracdo das espécies de As. Estas condicBes estdo demonstradas nas

superficies de resposta Figura 3.3.
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Figura 3.3 Superficies de resposta obtida a partir do planejamento experimental
Doehlert para as variaveis temperatura versus tempo em a) camardo e b) molusco
bivalve

3432 Cr

A otimizacgdo das extracdes das espécies de Cr foi realizada empregando um
planejamento experimental Box-Behnken. Uma matriz experimental contendo 27
experimentos foi utilizada para otimizar as condi¢des de extracdo das espécies e 0s
fatores temperatura, concentracdo do EDTA [EDTA], tempo e massa foram
estudados em amostra de pescado. Em todos os experimentos foram adicionados 10
ug Lt de Cr(VI), pois, segundo a literatura ndo é esperado esta espécie quimica em
alimentos [68]. A Tabela 3.4 mostra o planejamento Box-Behnken aplicado com
valores reais e codificados e a resposta analitica em funcdo da recuperacédo

cromatogréfica.

Apds obtencdo dos resultados o modelo foi validado mediante os parametros
supracitados. Desta forma, 0 modelo matematico desenvolvido pode ser descrito pela

Equacdo 3.5 para a amostra de pescado.

Recuperacdo Cromatografica = 49,39 . 046 + 1,99 + 040 (Temperatura) + 5,65 + o030
(Temperatura?) +4,62 + 040 Tempo + 3,95 1030 (Tempo?) + 1,84 1040 (Massa) + 6,99 + 0,30 (Massa?) +
6,16 +040 ([EDTA]) 48,71 +030 ([EDTA]?) + 9,77 + 069 (Temperatura X Tempo) — 3,63 +g69 (TeEMpo X

Massa) Equacéo 3.5
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Tabela 3.4 Matriz do planejamento Box-Behnken para otimizacgao dos fatores envolvidos na

extracdo das espécies de Cr

Exp? Tem?%it“ra T(fn”i"rf’)o M(‘zs)sa [EDTA]  RC (%)°
1 50,0 (-1) 10,0 (-1) 100,0 (0) 40,0 (0) 64,6
2 110,0 (1) 10,0 (-1) 100,0 (0) 40,0 (0) 50,0
3 50,0 (-1) 50,0 (1) 100,0 (0) 40,0 (0) 61,8
4 110,0 (1) 50,0 (1) 100,0 (0) 40,0 (0) 86,4
5 80,0 (0) 30,0 (0) 50,0 (-1) 10,0 (-1) 48,0
6 80,0 (0) 30,0 (0) 150,0 (1) 10,0 (-1) 47,4
7 80,0 (0) 30,0 (0) 50,0 (-1) 70,0 (1) 58,2
8 80,0 (0) 30,0 (0) 150,0 (1) 70,0 (1) 60,9
9 80,0 (0) 30,0 (0) 100,0 (0) 40,0 (0) 81,8
10 50,0 (-1) 30,0 (0) 100,0 (0) 10,0 (-1) 49,1
11 110,0 (1) 30,0 (0) 100,0 (0) 10,0 (-1) 485
12 50,0 (-1) 30,0 (0) 100,0 (0) 70,0 (1) 59,1
13 110,0 (1) 30,0 (0) 100,0 (0) 70,0 (1) 59,1
14 80,0 (0) 10,0 (-1) 50,0 (-1) 40,0 (0) 49,1
15 80,0 (0) 50,0 (1) 50,0 (-1) 40,0 (0) 63,7
16 80,0 (0) 10,0 (-1) 150,0 (1) 40,0 (0) 65,5
17 80,0 (0) 50,0 (1) 150,0 (1) 40,0 (0) 655
18 80,0 (0) 30,0 (0) 100,0 (0) 40,0 (0) 84,6
19 50,0 (-1) 30,0 (0) 50,0 (-1) 40,0 (0) 53,7
20 110,0 (1) 30,0 (0) 50,0 (-1) 40,0 (0) 58,2
21 50,0 (-1) 30,0 (0) 150,0 (1) 40,0 (0) 51,8
22 110,0 (1) 30,0 (0) 150,0 (1) 40,0 (0) 61,8
23 80,0 (0) 10,0 (-1) 100,0 (0) 10,0 (-1) 497
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24 80,0 (0) 50,0 (1) 100,0 (0) 10,0 (-1) 47,9

25 80,0 (0) 10,0 (-1) 100,0 (0) 70,0 (1) 59,1
26 80,0 (0) 50,0 (1) 100,0 (0) 70,0 (1) 68,2
21 80,0 (0) 30,0 (0) 100,0 (0) 40,0 (0) 82,8

a: Experimento; b: Recuperacdo Cromatogréafica

Por meio da analise do modelo, foi verificado que apenas todos 0s termos
lineares, quadraticos e as interacdes temperatura versus tempo, tempo versus massa
foram estatisticamente significativos. Adicionalmente, o sinal positivo nos
parametros e interacdes, indicam que esses parametros devem ser aplicados em niveis
moderadamente altos. Mais uma vez, a analise de variancia foi realizada a 95% de
confianga e o coeficiente de correlagdo estimado foi 0,94. Portanto, isso indica uma
satisfatoria concordancia entre os valores determinados e preditos pelo modelo. O
critério de Lagrange permite caracterizar o ponto critico como maximo, e para
encontrar as coordenadas do ponto critico, a primeira derivada da funcéo foi ajustada
em relacdo a cada variavel e obte-se um sistema de equac@es do 1° grau. Ao resolver
esses sistemas, encontrou-se as coordenadas do ponto 6timo. E as condigdes 6timas
estabelecidas para extracao das espécies de Cr sdo: temperatura 90 °C, tempo 40 min,
massa 100 mg e 45 mmol L de EDTA em pH 10,0 com solucéo extratora. Estas

condicdes estdo demonstradas nas superficies de resposta apresentadas na Figura 3.4.

Figura 3.4 Superficies de resposta obtida a partir do planejamento Box-Behnken

para as variaveis: a) [EDTA] versus Massa e b) Tempo versus temperatura

75



3.4.4 Parametros analiticos

Para as especies de As em 12 min obteve-se a separacdo completa e para as
espécies de Cr em 6 min obteve-se a completa separagdo, com uma boa resolucao
para ambos métodos. A quantificacdo das especies de As e Cr foram realizadas por
calibra¢do externa, com faixa de 0,1 a 20 pg L™t como As ou Cr, integrando a area do
sinal analitico de cada espécie e correlacionando com a concentracdo. A curva de
calibracdo apresentou uma boa correlagéo linear, R? > 0,9998, para todas as espécies
de As e Cr. O LOD e o LOQ foram obtidos a partir de LD=3xEP/S e LQ=10xEP/S,
respectivamente, na qual EP e S correspondem ao erro padrdo e a inclinagdo da
regressao linear, respectivamente [62,131]. Limites de quantificacdo de 5,3; 52,1;
16,4; 2,8; 83,3 ng g* (como As) foram obtidos para AsB, As(lll), DMA, MMA e
As(V), respectivamente. Ja para o Cr limites de quantificacdo 113,8 e 53,9 ng g*

(como Cr) foram obtidos para Cr(l11) e Cr(V1), respectivamente.

3.4.5 Validacao e aplicacao

3451 As

Na avaliacdo da recuperacdo das espécies de As nas diferentes amostras de
pescado, foram adicionadas diferentes concentracbes das espécies de As (AsB,
As(111), As(V), DMA e MMA) nas amostras liofilizadas. A concentracdo adicionada
foi efetuada na mesma ordem de grandeza da concentracdo original de As ja presente
em cada amostra, e no caso das espécies de As que se encontravam originalmente
abaixo do LOQ, a quantidade correspondente a concentracdo de cerca de 3 vezes o
LOQ da respectiva espécie foi adicionada na solucéo de determinacédo (considerando
a etapa de extracdo e diluicdo do extrato). Os dados estdo apresentados na Tabela 3.5.
A recuperacdo das espécies de As foram consideradas como quantitativas para todas
as amostras, visto que em analise de especiagéo, recuperagdes de 70 a 120% podem

ser consideradas satisfatdrias [195].
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Tabela 3.5 Resultados dos ensaios de adi¢ao recuperacdo (%) das espécies de As (n = 3)

Amostra AsB As(l11) DMA MMA As(V)
Linguado 97-101 99-103 90-94 96-99 99-104
Molusco bivalve 92-104 88-93 93-97 95-98 97-100
Camaréo SSB 97-103 92-96 91-95 87-91 91-95

De forma complementar, a veracidade do metodo foi avaliada através da analise
dos CRMs (DOLT-5, DORM-4, TORT-3 e 1566b) e do material de referéncia
produzido pelo IPEN. Os resultados mostraram-se concordantes com o valor
certificado de As, para um intervalo de confianca de 95% (Tabela 3.6). O método
proposto (usando 10 mmol L (NH4):HPO4 diluida em 1% de metanol em pH 8,0
como fase moével, 100 mg de amostra e 30 mmol L de HNOs; como solugdo
extratora) foi aplicado para especiacdo de As em peixes, molusco bivalve e camarao.
Os cromatogramas e os resultados estdo apresentados na Figura 3.5 e Tabela 3.6.

Avaliar diferentes tipos de amostras foi importante, pois mesmo se tratando de
pescado, as diferentes espécies apresentam peculiaridades quanto a sua composi¢éo
e 0 método de extracdo proposto poderia ndo ser adequado a todas as amostras

analisadas.
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Tabela 3.6 Fracdo de massa de As total e espécies de As em pescados e CRMs e MR empregando o método proposto (média + desvio padréo,

mg kg, n=3)

Amostras AsB As(l11) DMA MMA As(V) > As Total As
IPEN? 5,15+ 0,08 < 0,052 < 0,016 < 0,003 < 0,025 5,15+ 0,08 5,80+ 0,32
DOLT-5° 29,17 +1,31 < 0,052 0,031+£0,02 <0,003 < 0,025 29,20+ 1,33 31,02 £ 1,55
DORM-4° 5,37 £ 0,08 < 0,052 0,015+£0,01 <0,003 < 0,025 5,38 + 0,09 5,94 +0,14
1566b° 4,8+0,28 0,056 + 0,01 1,50+£0,02 <0,003 < 0,025 6,36 + 0,31 6,64 + 0,19
TORT-3° 54,24 + 0,78 < 0,052 0,022+0,01 <0,003 < 0,025 54,26 £ 0,79 59,78 £ 1,08
Camaréo Carne SSb 11,81 + 0,30 < 0,052 < 0,016 < 0,003 < 0,025 11,81 + 0,30 12,55 + 0,44
Camaréo Casca SSb 4,66 + 0,07 < 0,052 < 0,016 < 0,003 < 0,025 4,66 + 0,07 4,48 + 0,02
Camaréo Cabeca SSb 15,75 + 0,55 < 0,052 < 0,016 < 0,003 < 0,025 15,75 + 0,55 16,00 + 0,40
Camaréo Patas SSh 6,59 + 0,30 < 0,052 < 0,016 < 0,003 < 0,025 6,59 + 0,30 6,65 + 0,37
Camaréo Natu Br 1,72 £0,09 < 0,052 < 0,016 < 0,003 < 0,025 1,72 £0,09 2,05+0,10
Molusco Bivalve 425+0,09 0,080+0,004 0,090+0,006 <0,003 0,031+0,003 4,45+0,10 481+0,11
Arabaiana 541+0,14 < 0,052 < 0,016 < 0,003 < 0,025 541+0,14 5,62 +0,16
Bijupira 4,875 + 0,07 < 0,052 < 0,016 < 0,003 < 0,025 4,87 £ 0,07 5,22 + 0,09

Sardinha 56,75+ 1,14 < 0,052 < 0,016 < 0,003 < 0,025 56,75+ 1,14 60,1+1,4
Corvina 10,1£0,35 < 0,052 < 0,016 < 0,003 < 0,025 10,1£0,35 9,52 £ 0,30
Cacéo 100,0 + 3,1 < 0,052 < 0,016 < 0,003 < 0,025 100,0 + 3,1 106,5 + 2,88
Linguado 5,24 + 0,08 < 0,052 < 0,016 < 0,003 < 0,025 5,24 + 0,08 5,49 + 0,07

a: Material de referéncia certificado, b: material de referéncia, SSB: Sdo Sebastido.

Valores certificados, mg kgX, DOLT-5 (34,6 + 2,4), DORM-4 (6,80 + 0,64), TORT-3(59,5 + 3,8), 1566b (7,65 = 0,65), IPEN (5,90 + 0,27).
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Figura 3.5 Cromatogramas das espécies de As em a) DOLT-5, b) DORM-4, ¢)
TORT-3 d) 1566b, e) IPEN, f) cacdo, g) molusco bivalve e h) camaréo
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O somatorio das espécies de As utilizando as condicdes selecionadas esta de
acordo os valores totais As obtido pelo método de digestdo para todas as amostras de
pescado, para um intervalo de confianca de 95%. Segundo a legislacdo brasileira
vigente [7], todas as amostram estdo acima do limite maximo (1,0 pg g?) de As
recomendado. No entanto, existem controvérsias a respeito do limite maximo de As
total em pescado, visto que AsB é a espécie predominante nas amostras.

Em relacdo as espécies de As analisadas nos pescados, para todas as amostras
de peixe e camardo, AsB foi a Unica espécie presente. Ja para 0 molusco bivalve, a
AsB é a espécie predominante, porém foram determinadas também pequenas
quantidades de DMA, As(l11) e As(V). E importante mencionar que a AsB é uma
espécie de As ndo tdxica para os humanos indicando que as amostras seriam
adequadas ao consumo. O valor provisorio de tolerancia de ingestdo semanal de 15
ug kgt por massa corporal de As inorganico, foi proposto pela Unido Europeia, No
entanto, a FAO e a WHO concluiram que esse valor apresentava risco e o considerou
inapropriado. Em funcdo desta controvérsia o valor provisorio de tolerancia foi
revogado e atualmente ndo existe na legislacdo limite maximo de As em pescado que
seria tolerado para ingestdo, sendo necessario o estabelecimento de legislacdo

especifica para as espécies de As em pescado [87,102,178].
3.452 Cr

A proposicdo de métodos que contemplem a extracdo das espécies de Cr(lll) e
Cr(VI1) sem a perda de estabilidade é um desafio, pois o Cr(VI) é estavel apenas em
meio basico e neste ambiente somente uma parte do Cr(l11) é extraivel, que é o Cr(111)
solavel. Devido a auséncia de Cr(VI) nas amostras e nos CRMs, foi realizado
experimento que envolveu a adi¢do e recuperacdo das espécies Cr(I11) e Cr(VI) nas
amostras de linguado, molusco bivalve, camardo SSb e nos CRMs, DORM-4, DOLT-
5e TORT-3.

Na avaliacdo da recuperacdo das especies de Cr nas diferentes amostras de
pescados, foram adicionadas diferentes concentracfes das espécies de Cr (Cr(lll) e
Cr(V1)) nas amostras liofilizadas. A concentracdo adicionada foi efetuada na mesma
ordem de grandeza da concentracdo original de Cr ja presente nas amostras e no caso

das espécies de Cr que se encontravam originalmente abaixo do LOQ, a quantidade
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correspondente a concentracao de cerca de 3 vezes 0 LOQ da respectiva espécie foi
adicionada na solugdo de determinacdo (considerando as etapas de extracéo e diluigéo
do extrato). Os resultados estdo apresentados na Tabela 3.7, sendo que as
recuperacOes das espécies de Cr foram consideradas como quantitativas para todas as
amostras, considerando que em analise de especiacao, recuperacdes de 70 a 120%

podem ser consideradas satisfatorias [195].

Tabela 3.7 Resultados dos ensaios de adi¢do e recuperacao das espécies de Cr (n=3)

Amostra Cr(f/Ll % Cro(/Z/I)
Linguado 92-104 88-93
Molusco bivalve 97-101 90-96
Camardo SSB 92-103 91-99
DOLT-5 95-101 91-95
DORM-4 87-98 90-97
TORT-3 92-96 89-98

Adicionalmente, a veracidade do método para a espécie Cr(VI) foi avaliada
através da analise do CRM solo contaminado com cromo hexavalente (NIST-2701).
O resultado para o Cr hexavalente, 535 + 24,2 ug/g, mostrou-se concordante com o
valor certificado de Cr(V1), para um intervalo de confianca de 95%, apresentando
recuperacéo de 97%. O método proposto (usando 15 mmol Lt Na2SO4 + 5 mmol L™
EDTA + 5 mmol L NaH2POsem pH 7,0 como fase mével, 100 mg de amostra e 45
mmol L de EDTA em pH 10 como solucéo extratora) foi aplicado para especiacédo
de Cr em peixes, molusco bivalve e camardo. Os cromatogramas e o0s resultados sdo

apresentados na Figura 3.6 e Tabela 3.8.
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Tabela 3.8 Fracdo de massa de Cr total, espécies de Cr em pescados e CRMs e MR empregando o método proposto (média

+ desvio padrdo, mg kg?, n=3)

Amostra Cr Total Cr(l1) Cr(VI) Cr(111) solavel (%)
Ipen? 0,117 £ 0,003 0,015 £+ 0,001 < 0,054 12,7
DOLT-5P 2,012 £ 0,030 0,449 + 0,007 < 0,054 22,3
DORM-4° 1,847 + 0,037 0,206 + 0,004 < 0,054 11,2
1566h° 0,554 + 0,036 0,141 £+ 0,009 < 0,054 25,5
TORT-3P 1,782 + 0,045 1,025 + 0,026 < 0,054 57,5
Camardo S&o Sebatido (Carne) 0,304 £ 0,008 0,093 £ 0,002 < 0,054 30,5
Camarao Séo Sebatido (Casca) 0,378 £ 0,013 0,120 + 0,004 < 0,054 31,8
Camarao Séo Sebatido (Cabeca) 0,828 + 0,037 0,101 + 0,005 < 0,054 12,2
Camarao S&o Sebatido (Patas) 0,467 £ 0,016 0,187 £ 0,007 < 0,054 40,1
Camarao Natu Br 2,034 + 0,051 0,143 + 0,004 < 0,054 7,0
Molusco Bivalve 10,95 £ 0,110 0,674 £ 0,007 < 0,054 6,2
Arabaiana 0,324 + 0,011 0,075 + 0,003 < 0,054 23,3
Bijupira 0,554 + 0,028 0,073 + 0,004 < 0,054 13,2
Sardinha 0,485 + 0,036 0,069 + 0,005 < 0,054 14,3
Corvina 0,568 + 0,020 0,072 + 0,003 < 0,054 12,6
Cacdo 2,936 + 0,029 0,337 + 0,003 < 0,054 11,5
Linguado 2,415+ 0,181 0,246 + 0,018 < 0,054 10,2

a: Material de referéncia certificado, b: material de referéncia.

Valores certificados, mg kg, DOLT-5 (2,35 + 0,58), DORM-4 (1,87 + 0,16), TORT-3(1,95 + 0,24).
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A espécie de Cr(l1l) é a predominante nas amostras de pescado, de acordo com
os resultados obtidos. O somatorio das espécies de Cr utilizando as condigdes
selecionadas néo esta de acordo com a fracdo de massa de Cr total obtida pelo método
de digestdo para todas as amostras de pescado, pois, como explicitado anteriormente,
apenas uma parte do Cr(111) é soltvel na solucéo alcalina extratora. Nao ha legislacdo
que regule o teor de Cr em pescados, mesmo sendo esse analito altamente cancerigeno
e aparentemente com baixa essencialidade ao organismo humano, segundo avaliagdo

de estudos da Unido Europeia [92].

3.5 CONCLUSOES PARCIAIS

O método desenvolvido para especiacdo de As em amostras de peixes, camardes
e molusco bivalve foi otimizado para cada matriz individualmente, considerando as
suas particularidades e possiveis interferéncias por LC-ICP-MS. A aplicacdo da
extracdo com 30 mmol L HNOs como solucéo extratora, em 40 min a 90 °C permitiu
extrair as espécies de As, as quais foram determinadas com resolucdo adequada e um
tempo curto. O método proposto apresentou bons parametros analiticos caracterizado
por sua Otima sensibilidade, linearidade e seletividade. Segundo a legislacdo da
Anvisa, todas as amostras se apresentaram acima do limite maximo permitido para
pescados. No entanto, como esperado, AsB foi a espécie quimica principal presente

nas amostras.

Um outro método foi desenvolvido para especiacdo de Cr(VI) e Cr(l11) soltvel
em amostras de peixes, molusco, camardes e solo por LC-ICP-MS. A extracdo das
espécies quimicas de Cr deu-se em solucéo extratora alcalina 45 mmol L de EDTA
por 40 min em 90°C, sendo as espécies determinadas com resolucdo cromatografica
adequada, com Gtima sensibilidade, linearidade e boa seletividade. A espécie presente

nas amostras foi o Cr(l11), como previsto em amostras alimenticias.
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Capitulo 4

Especiacao de Cromo em Fertilizantes Organicos por Extracéo em
Ponto Nuvem e Otimizacdo por meio de Planejamento

Experimental Doehlert como Suporte para Aspectos Legislativos

3.1 INTRODUCAO

O crescimento populacional esté diretamente ligado & producéo agricola. Neste
cendrio, fertilizantes minerais e organicos desempenham um papel vital no
desenvolvimento de plantas, fornecendo ao solo o0s nutrientes necessarios. Os
fertilizantes organicos sdo produzidos com matérias-primas da industria, setores
urbano e rural. Devido aos diversos tipos de fertilizantes desses diferentes segmentos,
a caracterizagao quimica desses materiais € de importancia fundamental, pois fornece

dados sobre nutrientes e possiveis contaminantes [5,196].

Uma categoria de fertilizantes contendo cromo (Cr) € produzida a partir de
subprodutos do curtimento e do processo industrial. Esses fertilizantes contém Cr na
forma trivalente, considerado elemento traco essencial em humanos e nutricdo
animal. Além disso, também pode estar presente o Cr(VI) extremamente toxico,
encontrado em suas varias formas quimicas (Cr.07*, H.CrO4, e CrO+%). Devido a sua
alta mobilidade, apresenta toxicidade aguda para organismos vivos e potencial
carcinogenicidade para humanos. Portanto, vérias diretrizes e regulamentos tratam da
determinacdo e controle do Cr contido nos fertilizantes. As legislagbes sao
frequentemente polémicas e geralmente néo distinguem o estado de oxidacéo do Cr,
considerando Cr(111) e Cr(\VI) como perigosos e toxicos [197]. De outra forma, Unido
Europeia, Estados Unidos e outros paises, como Italia e o Brasil possuem legislacdes
em que os niveis maximos admissiveis de Cr em fertilizantes organicos € referido
como Cr(V1).

Em relagéo a essas diretrizes, o Regulamento da UE 2019/1009 [198] e a

instrucdo normativa (IN) n® 7 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
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[21] indicam, 2 mg kg™ de massa seca como 0 maximo permitido em fertilizantes
organicos. A extracdo alcalina (USEPA 3060A) [96] e determinacdo pelo método
colorimétrico com 1,5 difenilcarbazida (DFC) para a quantificacdo de Cr(VI)
(USEPA 7196) [97] é o método indicado pela legislacdo brasileira. Apesar da relativa
seletividade, a extracdo alcalina de Cr(VI) também extrai compostos himicos de

coloragéo escura, dificultando a determinacédo colorimétrica [197,199-201].

Os compostos humicos consistem em acido humico, acido fulvico e humina, os
quais sdo compostos majoritarios em matéria organica. Zhang et al. (2017)
desenvolveram um estudo para avaliar o mecanismo de interacdo dos acidos humicos
com o Cr(VI) e constataram que 0s grupos carboxilicos e fendlicos destes compostos
complexam e reduzem o Cr(VI) a Cr(l11) em meio &cido. O mecanismo de interacao
ocorre em 3 etapas: (i) adsorcdo do Cr(V1) pelos grupos carbonil e éster; (ii) reducao
do Cr(VI) para Cr(lll) pelo fenol e polissacarideos e (iii) complexacdo do Cr(llI)

reduzido pelos grupos carboxilicos [202].

Em virtude da alta concentracdo dos compostos humicos nos fertilizantes
organicos espera-se que a concentracdo de Cr(VI) seja baixa. Por isso, métodos de
separacdo/pré-concentracdo podem ser aplicados com o propdsito de determinar o
Cr(VI) sem interferéncia. Neste sentido, varios métodos sdo descritos na literatura,
como extracdo em fase solida (SPE), adsorcdo, precipitacdo e coprecipitacdo, micro-
extracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) e a extracdo em ponto nuvem (CPE)

para a pré-concentracao de Cr(V1) [203,204].

Um método de coprecipitacdo denominado coprecipitacdo sem carreador
(CEFC) foi proposto por Bulut et al. (2009) para especiacdo de Cr em agua e amostras
solidas. Um composto organico insoldvel em &gua foi usado como agente
coprecipitante, evitando a necessidade de elementos carreadores para separacdo. Os
riscos de contaminagdo foram minimizados e foi obtido limite de detecc¢do de 0,7 pg
L para Cr(I11) por espectrometria de absor¢do atdmica com chama (FAAS) [205].
Ozkantar et al. (2020) explorraram a micro-extracdo liquido-liquido (LLME) para
especiacdo de Cr em amostras de agua. A extracdo assistida por ultrassom e

determinacdo de Cr(VI)-DFC por espectrofotometria forneceu limite de detecgéo de
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0,76 ng L** e um fator enriquecimento de 50 [206]. Esses procedimentos de pré-

concentracdo ndo avaliaram o efeito do &cido humico na reducéo do Cr(V1).

A extracdo em ponto nuvem foi descrita em 1976 por Watanabe et al. Vantagens
relacionadas as suas propriedades como baixa toxicidade dos surfactantes e baixa
volatilidade, quando comparado com os solventes organicos, atendendo assim aos
principios da quimica verde foi o grande destaque. Também, a CPE fornece altos
fatores de pré-concentracgéo e eficiéncia de recuperacdo. Em relacdo ao principio do
procedimento, a CPE ocorre quando surfactantes ndo iénicos, em solugdes aquosas e
em quantidade acima da concentracdo micelar critica (CMC) séo aquecidos acima de
uma dada temperatura (ponto nuvem), causando a turvacdao da solucdo. Acima do
ponto nuvem, mediante centrifugacdo, sdo formadas duas fases liquidas: i) uma que
contém alta concentracdo de surfactante e as espécies extraidas (fase rica em
surfactante) e ii) a fase aquosa que contém uma pequena concentracdo do surfactante

proxima a CMC (fase pobre em surfactante) [207].

Considerando a necessidade de determinacdo de Cr(V1) sem a interferéncia dos
acidos humicos, foi proposta a extracdo alcalina seguida de CPE para determinacéo
de Cr(VI1) em fertilizantes organicos por espectrofotometria UV-Vis ou FAAS. Os
principais parametros que influenciam a extracdo e estabilidade do Cr(VI), como
massa de amostra e volume da solucdo de extracdo para o procedimento de extracéo

alcalina e as condicg0es ideais de CPE foram avaliados.

3.2 OBJETIVO

Esse capitulo teve como objetivo principal desenvolver um método para
especiacdo de cromo em fertilizantes organicos por espectrofotometria UV-Vis
e FAAS e avaliar o emprego da extracdo alcalina seguida da extragdo em ponto

nuvem (CPE) para aumento da sensibilidade do método.
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3.3 PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1 Equipamentos

Forno de micro-ondas com frascos de polietileno modificado (polifluoramida,
PFA) (ETHOS 1, Milestone, Sorisole, I1talia) foi utilizado para o preparo das amostras

digeridas na determinacdo de Cr total.

Espectrofotdmetro UV-VIS em comprimento de onda 545 nm (Femto 432, Séo
Paulo, Brasil) com uma microcubeta (1 mL) e espectrémetro de absorgdo atdmica
com chama (SpectrAA 800, Varian, Mulgrave, Australia) equipado com lampada de
catodo oco de cromo e comprimento de onda de 357,9 nm foram utilizados para a

determinacédo de Cr(V1) e Cr total.

Para avaliacdo da veracidade do método foi empregada cromatografia liquida
associada a espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (LC-1CP-
MS) (LC 1200 e ICP-MS 7800, Agilent Technologies, Téquio, JHS, Japdo) equipado
com coluna de troca anidnica (G3268-80001, Agilent Technologies, Toquio, JHS,
Japdo) para separacdo de Cr(I11)/Cr(VI), kit de conexdo LC (G1833-65200, Agilent
Technologies, Toquio, JHS, Japdo), He pressurizado (99,9999%, White Martins-
Praxair, Sertdozinho, Sao Paulo, Brasil), e argonio de alta pureza (99,999%, White
Martins-Praxair, Sertdozinho, S&o Paulo, Brasil), utilizado para geracdo do plasma e
gas de nebulizacdo. O método de configuracdo integrado e controle sequencial do
sistema combinado LC-ICP-MS foi realizado a partir do software ICP-MS
MassHunter (MH) (Agilent Technologies, Téquio, JHS, Japdo). Os parametros

instrumentais operacionais e isdtopos monitorados sdo apresentados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 Parédmetros instrumentais aplicados na especiacao por LC-ICP-MS

Parametros instrumentais

CondicGes operacionais

Poténcia de radio-frequéncia (W)
Profundidade de amostragem (mm)
Vazdo do gas de nebulizacdo (L min?)
Vazéo do gas He na cela de reacdo (mL mint)
Nebulizador
Céamara de nebulizagao

Is6topo

1550
8
11
4,5
Micromist
Tipo Scott , duplo passo

52Cy, 53Cr

Condigdes LC

Fase mével

Taxa de vazdo da fase mével (mL min-t)

Volume de injecdo (uL)

(NH4)2S04 25 mmol L +
NaOH 1 mmol L, pH 8,0
0,8, isocrético

50

Parametros de aquisicao

Acquisicéo
Tempo de permanéncia (s)

Tempo de analise (s)

Anélise Resolvida no Tempo (TRA)
1,0 param/z =52

300

Centrifuga com capacidade para tubos de 15 e 50 mL (Excelsa Il 206 BL,
FANEM, Sao Paulo, Brasil) e banho de aquecimento (banho Dubnoff, NT232 Nova

Técnica, Sdo Paulo, Brasil) estabilizado em 90-95 -C com agitacdo continua foram

usados durante preparo de extracdo das amostras.

3.3.2 Reagentes, solucdes padrao

Todas as diluicdes e solucdes foram preparadas com agua desionizada (Milli-
QTM, Millipore, Bedford, MA, EUA). Os materiais de vidro e polipropileno usados
foram descontaminadas com écido nitrico a 10% (v v!) por 24 h e enxaguados com
agua. Acido nitrico sub-destilado (Synth, Diadema, SP, Brasil) e peroxido de

88



hidrogénio 30% (m m™) (Sigma Aldrich, Alemanha) foram usados para
decomposicéo &cida.

A solucéo de extracéo foi preparada com NaOH 0,5 mol Lt e Na2CO3 0,28 mol
L. Esta solucdo foi armazenada em frasco de polietileno a 20-25-C [6]. O pH da
solucdo de extracdo, >11,5, foi verificado antes do uso. Solu¢do tampdo de fosfato,
0,5 mol L't KoHPO4/KH2PO4 em pH 7, DFC 1% (m v!) armazenado em um frasco
ambar e solucédo de surfactante Triton X-100 a 4% (v v!) foram as outras solugdes
utilizadas [97].

Solucdes estoque padrdo para as curvas de calibracdo e testes de adigdo de
padrdo foram preparadas a partir de solugdes estoque 1000 mg L1 de Cr (Fluka,
Buchs St. Gallen, Suica) e 1000 mg L Cr(V1) preparadas a partir de dicromato de
potéssio (Synth, Diadema, SP, Brasil) apds sucessivas diluicdes com agua. Solugdes
padrdo de 15 a 250 pg L e 20 a 1000 pg L* Cr(V1) para as determinagGes por UV-
VIS e FAAS, respectivamente, foram preparadas. No método CPE foi utilizado um
volume de 10 mL de solugdo de NaCl 7% (m v1), ajustado o pH para 1,5 + 0,5 com

solugéo de HNO:z.
3.3.3 Amostras

Das seis amostras de fertilizantes organicos (FO) analisadas, duas foram
fornecidas pelo Laboratorio Nacional Agropecuario (MAPA), sendo estas amostras
provenientes de curtume (descritos como FO1 e FO2), outras trés fornecidas pela
Associacdo Brasileira de Insumos para Agricultura Sustentavel (INPAS)
identificadas como substrato de lote:270913, condicionadores de solo de lotes:
PT300712 e 2505 (descritos como FO3, FO4 e FO5) e outra amostra de lodo
proveniente da estacdo de tratamento de dgua e esgoto de Jundiai (descrito como
FO6).

O material de referéncia certificado de solo contaminado com Cr(VI) NIST2701
(Hexavalent chromium in contaminated soil, high level -Sigma-Aldrich, Missouri,
USA) e o NIST 695 (elementos tracos em fertilizante multinutriente) foram

utilizados para o desenvolvimento do procedimento de especiacédo de Cr.
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3.3.4 Meétodo de digestdo para determinacéao de Cr total

Para a digestdo das amostras, 250 mg de fertilizante orgéanico foram pesados
diretamente em frascos de digestdo de micro-ondas PFA, em triplicata. Em seguida,
foram adicionados 6,0 mL de HNOs (7,0 mol L?) e 2,0 mL de H202 (30% m m). O
programa de aquecimento foi de (1) 15 min a 120°C, (2) 20 min até atingir 220°C ¢
(3) 20 min a 220°C. Apos a digestdo, as solugdes foram diluidas para 50 mL com

agua.
3.3.5 Extracéo alcalina de Cr(VI)

A extracgdo alcalina de Cr(V1) foi baseada no método USEPA 3060A [96], com
modificacbes. Aproximadamente 200 mg de amostra foram pesadas em erlenmeyer.
Em seguida, 10 mL da solucdo extratora alcalina (NaOH 0,5 mol L NaOH + Na,COs
0,28 mol LY) pH > 11,5, 100 mg MgCl, e 250 uL de tampéo fosfato 0,5 mol L em
pH 7 foram adicionados. A mistura foi agitada por pelo menos 60 min a 90-95-C.
Apos o resfriamento, o extrato foi transferido para um frasco cénico de 50 mL e

centrifugado por 5 min a 3000 rpm.

3.3.6 Extracéo em ponto nuvem

O sobrenadante do extrato do item 5.3.5 foi transferido para outro frasco conico
de 50 mL contendo 1,0 g de NaCl. O pH foi ajustado para 1,5 = 0,5 com HNO3 5,0
mol L1, o volume ajustado para 50 mL e a solucéo foi centrifugada por 5 min a 3000
rpm. Volume de 10 mL do extrato foi transferido para um frasco conico de 15 mL e,
em seguida, 500 puL de DFC 1% (m v1) e 750 pL de surfactante Triton X-100 4% (v
v1) foram adicionados. A solucdo foi aquecida em banho termostatico a 55-60-C por
15 min e depois centrifugada por 5 min a 3000 rpm. O sobrenadante foi descartado e
a fase rica em surfactante foi diluida com 200 puL de HNOs/Etanol (1:1) e levado a
determinacdo por UV-Vis e FAAS (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Esquema do procedimento de extra¢do em ponto nuvem (CPE)

3.3.7 Analise LC-ICP-MS

Para fins comparativos foi realizada a comparacéo entre o0 método desenvolvido,
com base na EPA 3060A e o método cromatografico ISO 17075-2:2017
(IULTCS/IUC 18-2:2017), desenvolvido para determinacdo de Cr(VI) em couro
[208]. Esta comparacéo foi realizada para verificar a possibilidade de interconverséo
das espécies de Cr. Basicamente, no método 1SO 17075-2:2017, o Cr(V1) e extraido
em tampdo de fosfato com pH 7,0-8,0 em temperatura ambiente. Na presente
proposta, o Cr(VI) é extraido em meio alcalino (pH > 11,5) a 90-95°C e
posteriormente, o pH também é ajustado para 7,0-8,0 para preservar a coluna

cromatografica. Aliquotas dos extratos foram filtradas e analisadas por LC-ICP-MS.
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3.4 RESUTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Otimizacao do método

3.4.1.1 Meétodo de extracao alcalina

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) descreve o
procedimento 3060A para a extracdo de cromo hexavalente em sedimentos, solos,
lodos e materiais similares, como os fertilizantes organicos [96]. Porém, a aplicacéo
deste procedimento sem as devidas adequacgdes ndo fornece dados satisfatorios para
determinacdo deste analito nos fertilizantes organico e isto € ocasionado
principalmente pela presenca de compostos himicos neste tipo de amostra. Afim de
contornar estes problemas, realizou-se uma otimizacdo dos parametros mais criticos
de extracdo de Cr(V1) do procedimento 3060A.

Na andlise de especiacdo, a oxi/reducdo entre as especies deve ser evitada.
Espera-se que a quantidade de Cr(VI) extraida seja proporcional a massa da amostra.
No entanto, essa relagcéo nédo foi observada para as amostras de fertilizantes organicos,
conforme mostrado na Figura 4.2. A supressdo do sinal de Cr (VI) ocorre com o
aumento da massa da amostra. Esse fato esta associado a presenca de substancias
hdmicas, as quais sdo extraidas concomitantemente, reduzindo o Cr(VI) a Cr(lll).
Comparando o sinal obtido para 0,2 g e 1,0 g a reducgéo observada foi de 66% do sinal para
FO1 e 100% FO2. Esses resultados enfatizam a ndo conformidade do procedimento
3060A para fertilizante organico, que recomenda o uso de 2,5 g de massa de amostra;
assim, todo Cr(VI1) pode ser reduzido durante a etapa de extracdo. Nesse sentido,
como foi necessario reduzir a quantidade de amostra, tambem foi considerado o
volume da solucdo de extragdo (NaOH/Na2COg) para extragdo de Cr(VI). Foram
avaliados os volumes de 10, 20 e 50 mL, e os resultados obtidos foram
estatisticamente comparaveis. Com base nesses resultados, foi estabelecido um
volume de 10 mL de solucgéo extratora e 0,2 g de fertilizante organico para estudos

posteriores.
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Figura 4.2 Avaliagdo da massa da amostra de fertilizantes organicos provenientes de
residuo de curtume (FOl1 e FO2) na extracdo de Cr(VI) e determinagdo
espectrofotométrica (n = 3).

A temperatura de extracdo foi estudada na faixa de 60 a 90-C para avaliar a
possibilidade de oxida¢do do Cr (III). Quantidades de 500 ug L de Cr(VI) foram
adicionadas em amostras de fertilizante organico (FOl) e ao CRM (cromo
hexavalente em solo contaminado, NIST 2701). As recuperac¢des obtidas mostraram

que a temperatura ndo € um fator critico no processo de oxi/reducdo, conforme

mostrado na Figura 4.3.
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Figura 4.3 Dependéncia de Cr(VI) com a temperatura de (a) CRM 2701 e (b) fertilizante organico
(n=3)

3.4.1.2 Método de extracdo em ponto nuvem (CPE)

A determinacdo espectrofotométrica UV-VIS de Cr(VI) com difenilcarbazida
(DFC) ¢é sensivel, simples, de facil implementagdo e baixo custo [97]. O
procedimento baseia-se na reacdo entre o Cr(V1) e a difenilcarbazida formando um
complexo com coloragéo violeta intensa. Essa reacdo ocorre em meio &cido, onde o
cromato é reduzido e complexado pela DFC. A reacdo € representada pela Equacéo
(5.1).

2(:|"O4'2 + 3C13H1aN4O + SH —» [CI’(C13H12N4O)2]Jr + C13H12N4O + 8H,0 + CI'(|||) Equa(;éo 5.1

A extracdo em ponto nuvem (CPE) foi empregada para se obter melhores limites
de deteccdo para o UV-Vis e FAAS a fim de se ajustar aos limites estabelecidos pela
EU e a IN n. 7 MAPA, as quais estabelecem limite maximo de 2 pg/g de Cr(VI) em
fertilizante organico [21]. Para isto o método de CPE desenvolvido por Arruda e
Sussulini na determinagéo de Cr(VI) em agua foi adaptado para a matriz trabalhada
[209].

Ao aplicar este procedimento as amostras, observou-se que a fase rica formada
ficou na parte superior dos frascos, indicando uma possivel alteragéo na estrutura das

micelas. Um experimento foi conduzido para identificar a causa da desestabilizacdo
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micelar e estabelecer a melhor condicdo para extracdo de Cr(VI) em fertilizante
organico. Desta forma, os possiveis fatores de desestabilizacdo foram avaliados,
como a concentracdo de NaCl e temperatura, que influenciam diretamente na
formacéo das micelas. Neste estudo, um planejamento experimental de Doehlert foi
aplicado (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 Planejamento Experimental Doehlert para otimizacdo do método de CPE

Experimento NaCl Temperatura Absorbéancia

(%) (°C) normalizada
1 5(0) 60 (0) 0,898
2 10 (1) 60 (0) 0,791
3 7,5(0,5) 70(0,866) 0,811
4 0(-1) 60 (0) 1,000
5 2,5 (-0,5) 50 (-0,866) 0,954
6 7,5(0,5) 50 (-0,866) 0,855
7 2,5 (-0,5) 70 (0,866) 0,878
8 5 (0) 60 (0) 0,956
9 5(0) 60 (0) 0,969

O estudo desenvolvido ajudou a identificar a causa da desestabilizacao das
micelas e estabelecer a melhor condicdo para extracdo de Cr(VI) em fertilizante
organico. Nas concentrac6es acima de 8% de NaCl, ha uma reducéo significativa do
sinal analitico, evidenciada pela alteracdo das micelas. Ja a temperatura ndo interferiu
na formacdo das micelas na faixa estudada. Esta adaptacdo do método foi
indispensavel devido a diferenca de matriz, agua e fertilizante organico, pois no
preparo da amostra de fertilizante orgénico ja é adicionada uma grande quantidade de
sais, sendo assim necessario somente a aplicacdo de 2% de NaCl nas amostras para

estabilizacdo das micelas e temperatura de 55 — 60°C, como mostrado na Figura 4.4.

Nos extratos os compostos humicos presentes nas amostras de fertilizantes
apresentam coloragao escura. Em meio acido esta fragdo mais pesada precipita e pode
ser separada por uma simples centrifugacdo. A solucdo resultante é amarela palida,
caracteristica da fragdo mais leve, os &cidos fulvicos. Este meio é sensivel a presenga
da difenilcarbazida, tornando a solucgéo violeta intensa caso haja a presenca de Cr(VI)

na amostra analisada, mesmo em baixas concentragdes. O &cido fulvico absorve
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radiacdo em 545 nm, no entanto € possivel detectar o Cr(VI) no meio, sendo para isso
necessario que se aplique o procedimento de CPE na presenca e auséncia do
complexante difenilcarbazida. A diferenca entre as absorbancias € relativa ao Cr(V1)
presente na amostra. Desta forma € possivel se obter resultados livres de
interferéncias na determinacdo de Cr(V1) por UV-VIS em fertilizantes organicos. Na

determinacdo de Cr(VI1) com CPE por FAAS esse tipo de corre¢do néo é requerida.

RPEZIRUAION R1IUR NOSONY

Figura 4.4 Superficie de resposta do planejamento Doehlert para temperatura versus
NaCl no método de CPE

3.4.2 Parametros analiticos

Sob as condicBes otimizadas foram avaliados os pardmetros analiticos e
determinados de acordo as recomendacfes Unido Internacional da Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) [130]. O limite de deteccéo foi definido como LOD = 3s/S (onde
s € 0 desvio padrdo obtido do sinal de branco e S € a da curva de calibragéo). O limite
de quantificacdo (LOQ) foi determinado a partir da razdo de dez vezes o desvio
padrdo do branco pela inclinacdo da curva de calibracdo. Ja o fator de enriquecimento

foi determinado pela divisdo entre as inclinagdes das curvas de calibracdo com pre-
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concentracdo e sem pre-concentracdo. A precisdo do procedimento foi estimada pelo
desvio padrdo relativo de 10 medidas na menor e maior concentragdo da curva de
calibracdo, sendo estes valores menores que 7,0 %. Os valores obtidos estdo

resumidos na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 Resumo dos parametros analiticos obtidos para o método de CPE de Cr(VI)

Parémetros UV-VIS FAAS
Curva de calibragio Absorbancia = 0,0041 + .0006 Absorbéancia = 0,0010 : ¢.0001
[Mg L] —0,019 +0100 [Mg L] + 0.059 + 0002
LOD (ug g% 0,41 0,55
LOQ (ug g 1,38 1,82
Faixa de trabalho 1,5-250,0 ug L™ 1,85-1000,0 pug L
Fator de enriquecimento 5 10
Preciséo 5,5% 7,0 %

3.4.3 Interferéncia e efeito de matriz

Alguns ions sdo descritos na literatura como potencial interferentes na
determinacdo de Cr(VI) pelo método da difenilcarbazida. Neste estudo, diferentes
concentragdes de Hg, Mo, Fe, V, Ni, Cd, Pb, Mn e Co foram adicionados a solucdes
contendo 100 pg Lt de Cr(VI) e nas amostras submetidas ao método de CPE. Os
resultados mostraram que as recuperacfes foram quantitativas para o Cr(VI) na
presenca de outros ions (Tabela 4.4). Outros ions, como metais alcalinos e metais
alcalino-terrosos e anions foram comprovados anteriormente como ndo interferentes
[206,207]. Além disso, ions como Na(l), Mg(ll) e fosfato foram usados durante a
etapa de extracdo. Os resultados obtidos indicam que o método pode ser aplicado para

determinar Cr(VI) em amostras de fertilizantes organicos.
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Tabela 4.4 Estudos da interferéncia de alguns ions na determinacéo de Cr(VI)

fons Proporcéo % Recuperacéo (UV- % Recuperacéo (FAAS)
VIS)
Hg 1:100 102 115
Mo 1:100 99 91
Fe 1:100 92 97
V 1:100 97 84
Ni2*, Cd?*, Pb?*, Mn?* Co?* 1:50 99 99

As determinagdes foram realizadas alternativamente por FAAS. Neste método,
o0 efeito da matriz foi avaliado por curvas de calibracdo para Cr(\V1) por calibracao
externa com 2%, 5%, 7% e 10% NaCl (m v1), e calibragdo com adicéo de padrdo
usando extratos preparados das amostras de fertilizantes. Ambos o0s procedimentos
foram submetidos ao método CPE previamente descrito, com concentracdes variando
de 20 a 500 pg L Cr (VI1). N&o foram encontradas diferencas significativas entre as
inclinagces da curva de calibracdo externa com 7% (m v!) NaCl e a curva com
compatibilizacdo de matriz, que foi considerada semelhante e ndo teve efeito critico
da matriz. Portanto, as determinacdes de Cr(V1) podem ser realizadas por calibracao

externa.
3.4.4 Validacédo do método

A veracidade do método de CPE para a determinacgéo de Cr(VI) foi avaliada a
partir da anélise dos CRMs cromo hexavalente em solo contaminado (NIST 2701) e
Elementos Tragco em Fertilizante Multi-Nutriente (NIST 695), e analise de adi¢do e

recuperagéo nas amostras.

O teste t de Student foi aplicado para comparar os valores certificados e 0s
valores obtidos. N&o houve diferenca significativa, uma vez que os valores de t
calculados 3,94, 0,45 e 0,66 obtidos de CPE-FAAS, CPE-UV-VIS e FAAS foram
inferiores ao valor t critico (4,3) na analise de Cr(V1) e Cr total. Recuperacdes de 94
a 101% foram obtidas para Cr total e Cr(\V1) por FAAS e UV-VIS nos CRMs, como
pode ser observado na Tabela 4.5. Na analise das amostras com adicdo de padrao,
500 pg Lt Cr(VI) foi adicionado as amostras de fertilizante organico e o
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procedimento de extracdo alcalina foi empregado. Valores de recuperacdo de 82 a
90% foram obtidos para FO1, FO2, FO4 e FO5. No entanto, para amostras de FO3 e
FOG6, recuperacOes quantitativas ndo foram obtidas, provavelmente devido aos altos
teores de compostos hdamicos nessas amostras, que reduziram a Cr(VI), mesmo
utilizando uma pequena quantidade de amostra. Resultados semelhantes foram
observados por Kriger e colaboradores ao analisar fertilizantes organicos de cinzas
de lodo de esgoto [210].

Tabela 4.5 Avaliacdo da exatiddo do método CPE-Cr(VI) por UV-Vis e FAAS nos CRMs (NIST
2701) e (NIST 695) por FAAS, resultados expressos em pg g (média + desvio padréo, n =3) e as

recuperagdes (%)

Valor certificado Valor encontrado
CRM
Cr Total Cr(Vvl) Cr Total? Cr(v1)P Cr(v1)°
2701 - 551,2 + 34,5 - 530,90 +6,97 (96) | 559,15 + 31,28 (101)
695 244+ 6 - 230,0 + 13,1 (94) -

Determinacéo por: *FAAS; "CPE-FAAS; °CPE-UV-VIS.

3.4.5 Método comparativo LC-ICP-MS

A comparagdo entre o método desenvolvido, com extracdo em pH > 11,5 a 90—
95°C e 0 método cromatografico ISO 17075-2:2017 [208], extragcdo em pH 7,0-8,0 e
temperatura ambiente é apresentada na Figura 4.5. E possivel observar a nio

ocorréncia de oxi/reducdo durante os procedimentos de extracao.
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Figura 4.5 Amostra de extrato de cromo de fertilizante organico (FO6) com (-) 1ISO 1701-
2 e (-) extracdo alcalina e (-) padrao 25 pg L Cr(VI) por LC-ICP-MS

As incertezas das medidas de Cr(VI) em CRM (NIST 2701) usando o método
desenvolvido e o método cromatografico 1SO 17075-2:2017 foram avaliadas
seguindo o Guia para a Expressao de Incerteza na Medicdo (2008), nota técnica NIST
1297 [211], e similarmente a0 esquema apresentado por Lesniewska et al. (2016)
[212]. Os parametros incluidos na equacdo do modelo foram identificados como
componentes que contribuem significativamente para os resultados da medigéo. Com
base em suas proprias incertezas padrdo e na propagacdo da incerteza, a incerteza
padrdo combinada da concentracdo de analito na fragdo do CRM, u(CCr (VI)), foi

avaliada de acordo com a Equacgéo 4.2:

u(Cerwn) _ \/“ (%)2 +u (g)z +u (Cﬂ)z +u (5)2 +u (?)2 + u(repeat,,;)  Equagdo 4.2

(ccran) cal R

Onde u(ma), u(ve), u(cal), u(R), u(f) e u(repeatex) denotam incertezas padrao
de massa de amostra, volume de extrato, calibracdo, recuperacéo, fator de diluicéo e
repetibilidade do processo de extracdo, respectivamente. A incerteza expandida
obtida (U) das medicdes do conteddo de Cr(VI) no CRM (NIST 2701, valor de

referéncia de 551,2 + 34,5 pg gt Cr(VI)), foi 535,7 + 40,3 ug g* Cr(VI); U = 8,5%
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(k = 2) no extrato da solu¢do com a ISO 17075-2:2017 (pH 7,0-8,0, em temperatura
ambiente). Por outro lado, a incerteza expandida obtida com o método desenvolvido
(pH > 11,5; 90 95 -C) foi 540,2 + 33,6 ug g* Cr(VI); U = 7,6% (k = 2). Esses

resultados ndo se apresentam estatisticamente diferentes (Tukey, p > 0,05).
3.4.6 Cr(VI) em fertilizante organico

As fragOes de massa obtidas de Cr total e Cr(VI) nos fertilizantes organicos séo
apresentadas na Tabela 4.6. Nas amostras FO1 e FO2, a quantidade de Cr(VI) foi
superior a0 maximo permitido pelo MAPA, 2 ug g* Cr(VI), indicando que esses
materiais ndo podem ser usados como fertilizante organico. Como os valores obtidos
para essas amostras estdo acima de 19 pg g, o LOQ para FAAS, foi realizada a
determinacdo direta no extrato alcalino, sem a etapa de pré-concentracdo. Os
resultados foram semelhantes aos obtidos com o método de CPE. Nas demais
amostras organicas avaliadas, a fracdo de massa de Cr(VI) ficou abaixo do LOD do

método desenvolvido.

Tabela 4.6 Aplicacdo do método separacdo e pré-concentracdo desenvolvido para
determinacdo de Cr total e Cr(VI) em amostras de fertilizantes organicos pelo método
de (média + desvio padréo, n = 3)

Cr Total® Cr(VIP Cr(VI)®
Amostra
mg kg mg kg™ mg kg
FO1 20146,0 £ 1275,2 346,34 £ 35,01 403,45 £ 38,76
FO2 28928,3 + 799,2 1000,66 * 68,76 939,68 £ 76,74
FO3 378,9+£ 10,8 <1,82 <1,38
FO4 73,3+1,6 <1,82 <1,38
FO5 418+21 <1,82 <1,38
FO6 162,1+15 <1,82 <1,38

Determinacdo por: FAAS; "CPE-FAAS; °CPE-UV-VIS.
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3.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Um metodo baseado em extracdo alcalina seguida por CPE para determinacéo
de Cr(VI) em fertilizante organico foi otimizado por planejamento experimental
Doehlert. Com as condicdes de extracdo definidas, as limitacdes relacionadas a
presenca de compostos humicos para a maioria das amostras foram superadas,
proporcionando resultados precisos e exatos. Um estudo comparativo por LC-ICP-
MS com diferente procedimento de extracdo foi realizado para avaliar a possibilidade
de interconversdo de espécies de Cr. Ndo foi observada diferenca significativa,
confirmando que o método é adequado para a determinacédo de Cr(VI) em fertilizantes
organicos. A minimizacdo de reagentes, excelente eficiéncia de extracdo e
instrumentos de andlise de baixo custo foram as principais caracteristicas do método,
que pode utilizar a espectrofotometria UV-VIS ou a FAAS para a deteccdo dos teores
de cromo. Além disso, foi desenvolvido método analitico adequado para dar suporte
a legislacdes brasileira e europeia. Alguns tipos de compostos orgéanicos ainda
apresentaram interferéncia devido a alta concentragdo de compostos himicos. Isto
implica que procedimentos com melhor eficiéncia de extracdo precisam ser
desenvolvidos. Assim menores quantidades de amostras podem ser analisadas,

apresentando menos interferéncia sem a perda da sensibilidade.
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CONCLUSOES FINAIS

Dos estudos desenvolvidos ao longo dessa tese os pontos descritos a seguir

merecem destaque

Foram avaliados métodos de pré-concentracdo que possibilitaram o aumento da
sensibilidade do MIP OES. Dentre os métodos avaliados, 0 método de separacdo e
pré-concentracdo baseado na extracdo em fase sélida dos analitos As, Cd, Cr, Cu, Hg,
Pb e Zn em amostras de carnes e peixes e determinados por MIP OES apresentou-se
adequado. Os LOD, apesar de baixos se mostraram ainda superiores aos limites
méaximos permitidos pela legislacdo para alguns dos analistos, como As e Hg,
havendo a necessidade de serem determinados por tecnicas de geracdo de hidretos,
no caso do As, ou vapor frio, no caso do Hg, para adequacéo aos teores exigidos pela
legislacdo, ou mesmo o emprego de outra tecnica de pre-concentracdo, como
demonstrado a seguir. O método representa uma alternativa econdmica para a
determinacdo de elementos traco quando comparado a técnicas instrumentais de alto
custo como ICP OES e ICP-MS.

Outra técnica explorada para separacdo/pré-concentracdo e que se mostrou
eficiente para aumentar a sensibilidade do MIP OES se baseou na coprecipitacao, que
foi aplicada para a determinacdo de As e Cd em amostras de peixes. A combinacgéo
coprecipitacdo e MIP OES forneceu um procedimento com exatidao satisfatoria e
sensibilidade adequada compativeis aos valores estabelecidos pela legislacgao.

A combinacdo LC-ICP-MS foi empregada no meétodo desenvolvido para
especiacdo de As em amostras de peixes, camardes e molusco bivalve, otimizado para
cada matriz individualmente, considerando as suas particularidades e possiveis
interferéncias na técnica de determinacdo. A aplicacdo da extracdo empregando 30
mmol L* HNOs como solucdo extratora, em 40 min a 90°C permitiu extrair as
espécies de As, determinadas com resolucdo adequada e um tempo curto. O método
proposto apresentou bons parametros analiticos, caracterizado por sua Otima
sensibilidade, linearidade e seletividade. Segundo a legislacdo brasileira para
pescados todas as amostras apresentaram resultados superiores ao limite maximo
permitido. No entanto, como esperado a AsB foi a espécie quimica principal presente

nas amostras de pescado, salientando a necessidade de ser incluida na legislacéo
103



parametros relacionados a espécie quimica. Método para a analise de especiacao de
Cr(VI) e Cr(Ill) solavel em amostras de peixes, molusco, camardes e solo por LC-
ICP-MS foi desenvolvido, sendo que os resultados apresentaram resolucao
cromatografica adequada, com étima sensibilidade, linearidade e boa seletividade. A

espécie presente nas amostras foi o Cr(l11), como previsto em amostras alimenticias.

E por fim, método baseado em extracdo alcalina seguida por CPE para
determinacdo de Cr(VI) em fertilizante organico com deteccdo por
espectrofotometria UV-VIS ou FAAS. LimitacGes relacionadas a presenca de
substancias humicas, que provocavam a reduc¢do do Cr(VI) no meio extrator foram
contornadas com sucesso, proporcionando resultados precisos e exatos. Estudo
comparativo empregando LC-ICP-MS mostrou ndo haver interconversao das
espéecies de Cr nas condicgdes estabelecidas. O método se mostrou é adequado para
dar suporte as legislacdes brasileira e europeia referente a determinacdo de Cr(\VI) em

fertilizantes organicos.
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