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RESUMO

ESPECIACAO DE ARSENIO EM AGUA E TECIDO DE PEIXE
EMPREGANDO EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE) E
ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA ACOPLADO
INDUTIVAMENTE (ICP OES). Os efeitos adversos causados por elementos
quimicos potencialmente tdxicos no ambiente e na satde humana dependem das
espécies quimicas desses elementos, visto que elas possuem diferencas,
principalmente quanto a toxicidade. A exposicdo ao Arsénio (As) € um
problema de salde publica global, o que tem levado a um aumento na procura
por analises de especiacdo de As. O objetivo do presente trabalho foi
desenvolver um método de especiacdo de As em agua e tecido de peixe
direcionado a quantificacdo de As (I1I), As (V), DMA e MMA para inclusdo no
escopo de analises do laboratorio Venturo. Para isso, foi empregada extracdo em
fase solida (SPE) e determinacdo por espectrometria de emissédo Optica com
plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). O método de separacdo se baseou
em duas extracdes sequenciais, uma em cartucho de troca cationica (SCX) e a
outra em anidnica (SAX). O DMA ficou retido no SCX e foi eluido com acido
nitrico 1 mol 1. O As (l11) ndo ficou retido em nenhum dos cartuchos e foi
coletado ao final da extracdo. As (V) e MMA ficaram retidos no SAX, onde o
MMA foi eluido com &cido acético 1 mol I* e o As (V) foi quantificado por
somatdria. A partir dos testes de retencdo seletiva das espécies em quatro
cartuchos de fabricacdo nacional, os cartuchos Purifica SCX e Purifica SAX
foram selecionados, pois demonstraram recuperac¢des adequadas para especiacao
de As. Para o tecido de peixe foi desenvolvido um meétodo de extracdo com
solventes polares, sonicador e centrifugacdo, em que foi obtido um extrato
aquoso que foi submetido ao mesmo meétodo de separacdo das espécies de As
desenvolvido para agua. Esse meétodo também apresentou eficiéncia na

recuperacdo para todas as espécies. Por fim, os métodos foram submetidos a
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validacdo metodoldgica que demonstrou que o laboratério esta apto e podera
solicitar ao INMETRO a incluséo da especiacdo de As considerando as especies
As (I, As (V), DMA e MMA em seu escopo de andlises. O limite de
quantificacdo a ser reportado é de 0,050 mg I para agua e 0,500 mg kg* para
tecido de peixe.

Palavras-chave: especiacdo de arsénio, SPE, extracdo em fase solida, agua,
tecido de peixe, ICP-OES
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ABSTRACT

ARSENIC SPECIATION IN WATER AND FISH TISSUE USING SOLID
PHASE EXTRACTION (SPE) AND INDUCTIVELY COUPLED PLASMA
OPTICAL EMISSION SPECTROMETRY (ICP-OES). The adverse effects
caused by potentially toxic elements on the environment and human health vary
according to the elements’ species, which differ in terms of toxicity. Arsenic
(As) exposure is a global public health problem, which has led to an increased
demand for As speciation analysis. The goal of this research was to develop a
method for As speciation in water and fish samples considering As(l1), As(V),
DMA, and MMA species to be included in the scope of the Venturo Analises
Ambientais laboratory. For this, Solid Phase Extraction (SPE) was coupled with
Inductively Coupled Plasma Optical Emission spectroscopy (ICP-OES)
detection. The method developed was based on two sequential extractions, one
using a cation exchange cartridge (SCX) and the other an anion exchange (SAX)
cartridge. DMA was retained on the SCX cartridge and eluted with 1 mol I
nitric acid. As(l1l) was not retained on the cartridges and was collected at the
end of the extraction. As(V) and MMA were retained on the SAX cartridge,
MMA was eluted with 1 mol I acetic acid, and As(V) was quantified by
calculation. After testing the selective detection of As species using four
cartridges manufactured in Brazil, Purifica SCX and Purifica SAX were selected
since they showed satisfactory retention percentages. The method for fish tissue
samples was based on extraction with polar solvents, sonication, and
centrifugation and was effective in recovering As species. In this procedure, an
aqueous extract was obtained and submitted to the same separation process
proposed for water samples. The methods were validated, and the Venturo
Analises Ambientais can request to INMETRO the inclusion of As speciation
considering As(lll), As(V), DMA, and MMA in the laboratory scope. The
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quantification limit to be reported is 0.050 mg I for water and 0,500 mg kg for
fish tissue samples.

Keywords: arsenic speciation, SPE, solid phase extraction, water, fish tissue,
ICP-OES.
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1. Introducao

A medida que as atividades antropicas avancam e as mudancas
climaticas ameacam causar alteracbes profundas no ciclo hidroldgico, o
declinio na qualidade da &gua torna-se uma preocupacéo global (ABBOTT
et al., 2019). A expanséo e intensificacdo dos diferentes usos alternativos
do solo séo os maiores causadores da degradacdo da qualidade da agua no
mundo, com destaque para as areas urbanas e agricolas. Nos sistemas de
agua doce brasileiros, os efluentes agricolas e urbanos sédo as maiores
fontes de poluicdo (MELLO et al., 2018; GIRI; QIU, 2016).

Nesse contexto, a poluicdo por elementos quimicos
potencialmente tdxicos é um efeito inevitavel das atividades antrépicas que
a humanidade tem dado cada vez mais atencdo, o que refletiu no aumento
de estudos a respeito desses elementos, e.g., remediac6es (WU et al.,
2019), avaliacdes de risco a saude humana (SAHA et al., 2017; HUANG et
al., 2018), avaliacdo de comportamento biogeoquimico (SANA KHALID
et al., 2017) e, fundamentalmente, no desenvolvimento de métodos para
analise quimica quantitativa (URBAN; ROMERO; CAMPQOS, 2018;
KUPPER et al., 2019; PARK et al., 2019).

A contaminacéo generalizada de solos e sistemas aquaticos por
elementos potencialmente toxicos (EPT) vem ganhando destaque
mundialmente pela preocupacdo com a saude humana e ambiental
(ANASTOPOULOS et al., 2019). Os EPTs cationicos referem-se
geralmente a metais, e 0s anidnicos a metaloides. Os metais e metaloides
ocorrem naturalmente no ambiente e alguns séo nutrientes essenciais, pois
exercem varias fungdes bioquimicas e fisioldgicas (KIRAN MARELLA,;
SAXENA,; TIWARI, 2020). S&do exemplos de metais essenciais 0 Cromo
(Cr), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Magnesio (Mg), Manganés
(Mn), Niquel (Ni), Molibidénio (Mo), Selénio (Se) e Zinco (Zn)



(RENGEL, 2004; BOLAN et al., 2013). Os elementos quimicos arsénio
(As), aluminio (Al), bario (Ba), berilio (Be), cadmio (Cd), galio (Ga), ouro
(Au), chumbo (Pb), litio (Li), mercario (Hg), platina (Pt), prata (Ag),
vanadio (V), uranio (U) entre outros, sdo considerados ndo essenciais, pois
ndo possuem funcdes bioldgicas estabelecidas (TCHOUNWOU et al.,
2012).

As emissOes de poluentes por atividades humanas elevam a
concentracdo no ambiente ndo s6 de elementos ndo essenciais toxicos, mas
também de elementos essenciais que podem se tornar tdxicos para 0s
organismos Vvivos dependendo da sua concentragdo (BOLAN et al., 2013).
As principais fontes de poluicdo por EPTs sdo: mineracdo, atividades
industriais, processamento e fundicdo de metais, emissdes de fabricas,
lancamento de esgotos e uso de agroquimicos e fertilizantes (WUANA;
OKIEIMEN, 2011; CHEN et al., 2014; ZHANG et al., 2015; HAMID et
al., 2020). Esse tipo de poluicédo, além de causar degradacdo em diversas
matrizes ambientais como agua, solo, ar e alimentos, pode se acumular em
orgdos vitais humanos e representar uma ameaca a saude (BOSCH et al.,
2016; MA et al., 2016).

Os elementos que se destacam devido ao alto grau de
toxicidade e bioacumulagdo sdo As, Pb, Cd, Cr e Hg. O Pb, por exemplo,
que é liberado no meio ambiente principalmente pela fabricacdo de baterias
e drenagem acida de minas, esta relacionado a distdrbios neurologicos
graves (TCHOUNWOU et al., 2012). O Cd, que se espalhou por terras
agricolas por ser uma impureza de fertilizantes fosfatados, aumenta o risco
de danos aos rins e de cancer de préstata em humanos (HUANG et al.,
2018). O As, que é utilizado em formulagdes na industria madeireira, inibe
a fotossintese nas plantas e causa efeitos genotdxicos ao seres humanos
(FLOREA et al., 2004; DANGLEBEN; SKIBOLA; SMITH, 2013).



A medida que os efeitos dos EPTs se tornaram mais
conhecidos, as restricbes ao seu uso também aumentaram. Agéncias
governamentais em todo mundo impuseram limites na concentracdo de
metais e metaloides em diferentes matrizes ambientais, com destaque para
agua, a fim de minimizar a exposi¢do dos ecossistemas a esses elementos
toxicos. O Arsénio, por exemplo, tem seu limite maximo permitido em
agua para consumo humano definido em 10 ug.L?, tanto no Brasil
(BRASIL, 2017), quanto nos Estados Unidos (USEPA, 2018), Canada
(HEALTH CANADA, 2019), China (MINISTRY OF HEALTH OF
CHINA, 2006), Unido Europeia (CONSELHO DA UNIAO EUROPEIA,
1998), e pela propria Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2017).

Como consequéncia, had uma grande demanda pelo
monitoramento regular da qualidade de aguas superficiais, subterraneas,
entre outras matrizes ambientais, a fim de identificar e avaliar a poluicdo
por EPT (GUEZGOUZ et al., 2020). Ha também uma grande diversidade
de técnicas analiticas de deteccdo e quantificacdo desses elementos como
espectrometria de absorcdo atbmica (OLASQJI et al.,2019), fluorescéncia
de raios-x por energia dispersiva (EDXRF) (ARSHAD et al., 2022),
espectrometria de emissdo optica com plasma acoplado indutivamente (ICP
- OES) (BUSSAN; HARRIS; DOUVRIS, 2019) e espectrometria de massa
com plasma acoplado indutivamente (ICP - MS)(DUNDAR; HUSEYIN,
2018).

E importante ressaltar que esses elementos sdo abordados nas
legislacbes em termos de concentragdes totais. Contudo, os efeitos adversos
causados pelos EPTs ao ambiente e a saude humana estdo relacionados as
formas ou espécies quimicas nas quais esses elementos ocorrem. Essas
especies quimicas podem se diferenciar pelo estado de oxidacdo,
composicdo isotdpica, compostos organicos e inorganicos e Sseus

complexos, estrutura molecular e ligantes covalentes. Essas diferencas



desempenham papel fundamental na biodisponibilidade, toxicidade, nos
processos fisioldgicos, na mobilidade e solubilidade do metal
(TCHOUNWOU et al., 2012; RAJAKOVIC et al., 2013). Nesse contexto,
0 Arsénio se destaca, pois a exposicado a esse elemento pode causar efeitos
mutagénicos, teratogénicos, neurotdxicos e genotoxicos, 0 que torna a
contaminacdo por arsénio um problema de saude publica global. Esses
efeitos adversos dependem das diferentes espécies quimicas de Arsénio, as
quais estdo amplamente distribuidas no ambiente (FLOREA et al., 2004;
DANGLEBEN; SKIBOLA; SMITH, 2013).

Devido a grande diferenca de toxicidade e comportamento
biogeoquimico entre as especies quimicas de Arsénio, o conhecimento
apenas da concentracdo total desse elemento se torna insuficiente. Para
compreender de forma mais adequada os efeitos observados no ambiente e
em sistemas vivos é necessaria a realizacdo de ensaios de especiacao
quimica, de forma a obter pelo menos a quantificacdo das espécies
quimicas mais toxicas. Essa necessidade esta refletida na literatura dos
ultimos vinte anos, em que se observa varios estudos para especiacao
quimica de Arsénio em diversas matrizes e utilizando diferentes técnicas de
separacdo e determinacdo (POZEBON et al., 1998; CHUNHAI YU et al.,
2003; CHEN et al., 2006; ISSA et al., 2010; SUGAR et al., 2013; GAO et
al., 2018; NOGUEIRA et al., 2018; PARK et al., 2019; ARDINI; DAN;
GROTTI, 2019; TORRES; ALONSO, 2021).

No Brasil, embora as espécies de Arsénio ndo tenham
concentracdes maximas estabelecidas em legislacbes ambientais e de
salde, tem havido aumento na procura por analises de especiacdo desse
elemento visando ao monitoramento ambiental mais adequado. O aumento
dessa demanda tem sido observado pela Venturo Analises Ambientais,

principalmente nos ultimos dois anos, pois o laboratério tem sido



procurado para realizar especiacdo de Arsénio tanto em agua como em
peixe.

Poucos laboratérios de andlises ambientais acreditados pelo
INMETRO oferecem esse tipo de analise no Brasil. Somado a isso, a
Venturo ja se destaca no mercado de analises ambientais do pais realizando
especiacdo de Mercurio e analises em matriz Biota, i.e., peixes, moluscos,
crustdceos e outros. Isso explica também a procura pela Venturo para
realizar especiacdo de Arsénio. Diante disso, € necessario 0
desenvolvimento de meétodos para especiacdo de Arsénio e a inclusdo

desses ensaios no escopo de analises do laboratorio.



2.  Objetivos

Objetivo geral

Desenvolver um método para especiacdo quimica do Arsénio
em agua e tecido de peixe empregando extracdo em fase solida (SPE) e
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP
- OES).

Objetivos especificos

e Separar as espécies As (III), AS (V), acido monometilarsdnico
(MMA) e acido dimetilarsinico (DMA) em agua utilizando resinas
cromatograficas de troca i6bnica em cartuchos de SPE;

e Avaliar a0 menos quatro resinas de troca i6nica de fabricacéo
nacional e identificar em qual é obtida a melhor seletividade e
eficiéncia na separacéo;

e Desenvolver um método para extracdo das espécies de As dos
tecidos de peixe;

e Validar os métodos seguindo as normas da NBR ISO/IEC 17025
para solicitar a inclusdo das analises de especiacdo de As no escopo
INMETRO do laboratério.



3. Referencial tedrico

3.1. Arsénio: aspectos gerais e especies quimicas

O Arsénio (As) € um metaloide do grupo 15 da tabela
periddica amplamente encontrado na atmosfera, rochas, solos, aguas e
sistemas vivos, sendo considerado o 20° elemento mais abundante na crosta
terrestre (SMEDLEY; KINNIBURGH, 2002; SINGH; PANT, 2004).
Calcula-se que as fontes naturais sejam responsaveis por 60% da
contaminacdo por As (AMMANN, 2011), principalmente as de origem
geoldgica, ja que o As € componente de mais de 300 minerais e substancias
solidas (BARRINGER; REILLY, 2002). Contudo, 0 uso excessivo de
compostos de As e sua liberacdo no ambiente por meio de fontes antropicas
como minerag&o, residuos industriais, fertilizantes, inseticidas e residuos de
medicamento veterinario tem tornado a contaminacgéo de aguas, sedimentos
e organismos vivos por As cada vez mais preocupante. As principais fontes
de contaminacdo de As variam entre os paises. No Brasil, destacam-se as
atividades de mineracédo e o uso de produtos quimicos para conservacao de
madeira (COSTA, 2019). A principal fonte de exposi¢do humana ao As € 0
consumo de &gua e alimentos, especialmente peixes e frutos do mar
(CARLIN et al., 2016; LLORENTE-MIRANDES; RUBIO; LOPEZ-
SANCHEZ, 2017).

A exposicdo ao Arsénio é uma preocupacdo de salde publica
no mundo inteiro. A Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer
(IARC) reconheceu o0 As e 0s compostos de As como agentes cancerigenos
do Grupo |, i.e., para os quais ja ha evidéncias suficientes de que causam
cancer em humanos (WHO, 2012). Alguns efeitos da exposicdo ao As ja

estdo bem estabelecidos, como os canceres de pele, pulméo e bexiga, além



de diabetes, lesdes de pele e doencas cardiovasculares (HUGHES et al.,
2011; WHO, 2012).

A exposicdo ao As afeta praticamente todos os sistemas de
drgdos — gastrointestinal, neuroldgico, cardiaco, pulmonar, renal, pele e
hematoldgico — podendo levar até a morte em casos agudos e crénicos.
Essa toxicidade do As se deve principalmente a sua capacidade de coagular
proteinas e formar complexos com coenzimas, o0 que inibe a producédo de
adenosina trifosfato em processos metabolicos (TCHOUNWOU et al.,
2019).

MilhGes de pessoas estdo expostas ao As, principalmente pela
ingestdo de alimentos e 4gua contaminados em paises como india, Chile,
Estados Unidos, Bangladesh e Taiwan. As exposicdes também podem
ocorrer por inalagdo em ambientes agricolas e industriais (NORDSTROM,
2002; WHO, 2012).

O As existe em diferentes espécies quimicas que apresentam
diferencas de toxicidade, biodisponibilidade e caracteristicas de transporte.
Mais de 50 espécies quimicas naturais contendo arsénio ja foram
identificadas (HUNG; NEKRASSOVA; COMPTON, 2004,
HEDEGAARD; SLOTH, 2011). Nessas espécies, o As pode ser
encontrado em quatro estados de oxidacdo diferentes — As®*, As®*, As® e
As®* — tanto nas formas organicas como inorganicas (HEDEGAARD;
SLOTH, 2011; KOMOROWICZ; BARALKIEWICZ, 2011). O arsénio
inorganico compreende os oxianions arsenito As (I11), também conhecido
como acido arsenioso, e o arsenato As (V), também chamado de &cido
arsénico. Existem varios compostos organicos de arsénio no ambiente,
sendo 0s mais comuns e mais toxicos o &cido monometilarsénico (MMA) e
0 4cido dimetilarsinico (DMA) (RAJAKOVIC et al., 2013; CARLIN et al.,
2016). A toxicidade do arsénio esta relacionada a sua solubilidade, que por

sua vez é afetada por condicbes fisico-quimicas do meio como pH e



potencial redox. Em condigdes redutoras, o arsenito (AsOz3, As (lI1)) é a
forma dominante, enquanto em ambientes oxigenados o arsenato (AsOy~,
As (V)) é geralmente a forma mais estdvel (ANUKRATI SHUKLA,;
SRIVASTAVA, 2017). Entre as varias espécies organicas e inorganicas de
As, as inorganicas As(l11) e As(V) séo consideradas mais toxicas devido a
sua biodisponibilidade, sendo conhecidas por seus efeitos toxicoldgicos
(PLANER-FRIEDRICH et al., 2017). As espécies inorganicas sao cerca de
100 vezes mais toxicas que as organicas. Além disso, o As(l1l) é cerca de
60 vezes mais toxico que o As(V). Nas espécies organicas, a toxicidade
geralmente diminui com o aumento do grau de metilacdo, tanto que a
metilacdo do arsénio inorganico no organismo € um processo de
desintoxicacdo que reduz a afinidade do composto pelos tecidos (JAIN;
ALI, 2000; RAJAKOVIC et al., 2013; PLANER-FRIEDRICH et al., 2017).

H& varias espécies organicas de As presentes em amostras
bioldgicas, como a arsenobetaina (AB) e arsenocolina (AC), que sao
encontradas principalmente em peixes e na biota aquatica. Esses compostos
sdo considerados ndo toxicos. Além destes, ha o0s arseno-agucares
encontrados principalmente em algas marinhas e que sd@o considerados
compostos de baixa toxicidade (CONTRERAS-ACUNA et al., 2013;
PLANER-FRIEDRICH et al., 2017). No QUADRO 1 podem ser
observadas algumas das principais espécies de Arsénio.

No Brasil ha limites maximos determinados apenas para
concentracdo de As total. Na dgua para consumo humano esse limite € de
10 ug It (BRASIL, 2017), assim como nos corpos de aguas superficiais de
classe 1 e 2 (BRASIL, 2005). Além disso, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio de uma Instrucdo Normativa
que estabelece o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
em Produtos de Origem Animal (PNCRC), determina valores maximos de

As para o leite (50 ug 1Y), mel (300 ug I), pescado (1000 ug kg?), rins



10

bovinos, suinos e caprinos (1000 ug kg?) e figado de aves (1000 ug kg™?)
(MAPA, 2019).

Dada as diferencas entre as espécies quimicas de As, somado
ao fato de que um elemento quimico pode ser convertido em outro
composto no ambiente, é fundamental conhecer as formas quimicas e
fisicas desse elemento para obter informacdes sobre sua atividade e
toxicidade. Pesquisadores tém avancado na medicdo mais frequente de
espécies especificas de arsénio, tanto em amostras ambientais como
humanas, de forma a obter uma compreensdo mais completa e detalhada
das exposicdes ao arsénio e dos riscos a salde e ao meio ambiente
(GARCIA-SALGADO; QUIJANO, 2014; NIEHS, 2014).

QUADRO 1 — Exemplos de espécies de Arsénio.

Espécie Descricao Forma molecular
As(I11) acido arsenioso As
(H3ASO3) Ho/ \ I"MOH
OH
trioxido de arsénio -
(ASzog)
As(V) acido arsénico (I?
(H3AsO,) As.
HO™ \ “OH
OH
pentdxido de arsénio -
(ASzo5)
MMA acido monometilarsénico O\\
LowOH
(CH3AsSO(OH),) el
CHgq
DMA acido dimetilarsinico O OH
((CH3),AsO(OH)) S
H,C~ “CH,
AsB arsenobetaina (AsB) H3ﬁ: 0O
((CHa)sAS™(CH2):0H) HBC\..../A@\)L -
@)
H,C

FONTE: adaptado de Nogueira et al. (2018) e Wikimedia Commons (2023).
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3.2. Especiacao de Arsénio

Nos ultimos anos, diversos métodos foram desenvolvidos para
a identificacdo e quantificacdo de espécies de As em amostras ambientais,
incluindo agua, solo, vegetais, frutos do mar, peixes, algas, sangue e cabelo
(CONTRERAS-ACUNA et al., 2013; JEONG et al., 2017; CHEN et al.,
2018; NOGUEIRA et al., 2018).

Os novos procedimentos analiticos para a especiacdo de As
vém aprimorando o reconhecimento das espécies quimicas em amostras
ambientais e melhorando o conhecimento sobre biogeoquimica, toxicidade
e metabolismo desse elemento, o que resulta em melhores avaliagbes de
impacto ambiental e riscos a salde provocados pela exposi¢ao ao As.

A determinacdo de espécies de As pode ser definida em duas
etapas — a separacdo das especies e a determinacdo das espécies.
Desenvolver um método de separacéo apropriado com base nas espécies de
arsénio de interesse tem como ponto critico o preparo da amostra, o qual €
determinado pela matriz da amostra e pelas propriedades fisico-quimicas
das espécies de arsénio de interesse. O método apropriado de preparo das
amostras precisa oferecer uma alta eficiéncia de extragdo, e a0 mesmo
tempo evitar a interconversao entre as espécies de arsénio. Em amostras
solidas, € preciso considerar como cada etapa do preparo afeta a
reprodutibilidade e a eficiéncia de extracdo de cada espécie bem como se as
formas quimicas originais de cada espécie sao mantidas (ALAVA et al.,
2012; GARCIA-SALGADO; QUIJANO, 2014; ZHAO et al., 2018).
Métodos amenos de extracdo sdo recomendados para impedir a conversdo
de espécies de arsénio no processo de extracdo. Somado a isso, estudos de
validacdo sdo fundamentais para monitorar a estabilidade e verificar se ndo
ha alteracdo de espécies quimicas durante o processo de preparo da amostra
(GONG et al., 2001).
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Os métodos bem estabelecidos e mais observados na literatura
envolvem o acoplamento de técnicas de separacdo como a cromatografia
ibnica (IC) (CUI et al., 2017) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (PARK et al., 2019) unidas a uma técnica de deteccdo sensivel,
como a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS) (SCHMIDT et al., 2017), espectrometria de fluorescéncia atdmica
com geracgdo de hidreto (HG-AFS) (GUO et al., 2017), espectrometria de
absorcdo atdmica com geracdo de hidreto (HG-AAS) (DOS SANTOS et
al., 2017), espectrometria de absorcdo atomica de forno de grafite (GF-
AAS) (DE OLIVEIRA et al., 2016) e espectrometria de emissdo Optica
com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)(ASSIS et al., 2019).

3.3 Extracéao por solvente

Os solventes polares mais utilizados na extracdo de espécies de
As visando a integridade das espécies sdo as misturas metanol/agua ou
acetonitrila/agua. Os solventes metanol-agua sdo mais utilizados para
extrair as espécies de arsénio polar, enquanto solventes ndo polares, como a
mistura de metanol/cloroférmio ou hexano sdo usados para extrair espécies
ndo polares (PIZARRO et al., 2003; PEREIRA et al., 2016).

Além da escolha dos solventes, mais trés fatores tém
contribuido para a eficiéncia da extragdo com uso de solventes: a proporcao
dos solventes, o uso de ultrassom/sonificacdo e a centrifugacdo dos
extratos. Pizarro et al. (2003) demonstraram a variagdo nas eficiéncias de
extragdo de espécies de arsénio em amostras de arroz, frango e peixe
alterando a proporcdo de metanol/agua usada para extracdo. Os autores
concluiram que uma proporcao de 1:1 de metanol/agua forneceu a melhor
eficiéncia para a extracdo de arsénio. Nogueira et al. (2018), ao trabalhar

com amostras de peixe e arroz, e Zheng e Hintelmann (2004), ao analisar
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amostras de peixe, obtiveram bons resultados na extracdo de espécies
inorganicas (As(lll) e As(V)) e organicas (MMA e DMA) utilizando a
mistura metanol/agua na proporcdo 1:1. Os trés trabalhos citados
submeteram as amostras ao ultrassom e centrifugacdo. Além disso, mais
um fator importante observado nesses trabalhos inclui as extragdes
multiplas das amostras. ApOs a extracdo, uma etapa de pré-concentracao
usando liofilizacdo ou evaporacéo pode ser necessaria para detectar baixas
concentragdes de espécies de arsénio (CIARDULLO et al., 2010;
NOGUEIRA et al., 2018).

A cromatografia liquida combinada ao ICP-MS é o método
mais utilizado atualmente para separar e determinar as especies de As
devido a sua alta seletividade e sensibilidade (NEARING; KOCH,;
REIMER, 2014). Em relacdo a separacdo cromatografica, embora a
cromatografia de emparelhamento ionico e exclusdo ibnica tenham sido
utilizadas, a cromatografia de troca i6nica é a técnica de separacdo mais
utilizada (PETURSDOTTIR et al., 2014; PARK et al., 2019). As diferencas
na natureza idnica das espécies mais comuns e mais toxicas de As tornam a
cromatografia de troca ibnica uma técnica adequada para separacdo dessas
especies (CUI et al., 2017; REID et al., 2019b).

A cromatografia de troca idnica tem sido usada na analise de
muitos compostos de As, incluindo As (Il1), As (V), MMA, DMA,
arsenobetaina (AsB) e arsenocolina (AsC) (LIU et al., 2017). A coluna
mais comumente usada para separacdo das espécies de As € uma coluna de
troca anionica forte, que carregada positivamente interage com espécies de
arsénio carregadas negativamente (CHEN et al., 2006; NOGUEIRA et al.,
2018)

Na separacdo cromatografica dos compostos de As, o tempo
de retencéo e a resolucédo dos picos dependem nédo apenas das constantes de

dissociacdo é&cida (pKa) de cada espécie, mas também do pH do
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eluente/fase moével. Com isso, o pH torna-se um dos parametros
fundamentais para otimizar a separagdo (AMMANN, 2011). Embora
alguns estudos tenham reportado um pH 6timo para a fase movel variando
de 8 a 10 (CONTRERAS-ACUNA et al., 2013; SCHMIDT et al., 2017),
outros trabalhos obtiveram melhor resultado em valores de pH bem
proximos a essa faixa. Um exemplo é Chen et al. (2006), que reportaram
melhor separacdo com a fase mdvel com pH 7,9, e Nogueira et al. (2018)
com pH a 10,2. Essas diferencas sdo aceitaveis, pois ha outros parametros
cromatograficos que ajudam a determinar a retencdo dos compostos e a
resolucdo dos picos. Dois desses pardmetros, também fundamentais, séo o
tipo de sal usado no eluente e a sua concentracdo (CHEN et al., 2006;
AMMANN, 2011).

Os sais mais utilizados como eluente na cromatografia de troca
anionica sdo o0s sais de carbonato, bicarbonato e os de fosfato. Nos
procedimentos para separacdo de espécies de As, o0s sais de fosfato tém
sido utilizados ha mais tempo e ainda séo 0s mais escolhidos, com destaque
para os sais de fosfato de aménio (CHEN et al., 2006; NOGUEIRA et al.,
2018; PARK et al., 2019). O fosfato, comparado a outros eluentes, é um
tampéo capaz de alterar na coluna o pH da amostra injetada para o pH do
eluente. O fosfato possui menos restricdes de pH do que &cidos ou bases e
pode ser aplicado dentro de uma faixa média de pH. Ele desempenha um
papel indispensavel no deslocamento do As(V) em sitios de forte adsorcao

e proporciona 6timas recuperagcdes em cromatografia (AMMANN, 2010).

3.4 Extracdo em fase solida (SPE)

A extracdo em fase solida (SPE) é uma técnica eficaz usada na
especiacdo de As, tanto para pré-tratamento de amostras, e.g., pré-

concentracdo de analitos, quanto para separacdo das espécies. O principio
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dessa técnica é a separacdo entre uma fase liquida (matriz da amostra) e
uma fase solida (sorvente), e 0 mecanismo de retencdo depende da natureza
do sorvente e pode incluir simples adsorcdo, quelacédo, troca ibnica ou
extracio em fase solida de pares de ions (RAJAKOVIC et al., 2013).

A SPE oferece vantagens importantes quando comparada a
extracdo liquido-liquido classica, e.g., melhores recuperacfes, separacao
mais rapida da fase com auséncia de emulsdo, menor custo e mais
possibilidades para acoplamento em diferentes técnicas de deteccdo.
Somado a isso, a SPE pode eliminar ou diminuir o uso de solventes do
processo, pois a espécie quimica de interesse pode ser extraida diretamente
da matriz liquida para fase solida (adsorvente) (DAS; GUPTA; DAS, 2012;
RAJAKOVIC et al., 2013; CHEN; MA; CHEN, 2014).

Ainda, o manuseio simples oferece a SPE uma grande
popularidade tanto em analises on-line, quanto off-line de espécies de
arsénio combinadas com outras técnicas analiticas. Embora as técnicas on-
line sejam mais indicadas por evitar a manipulacdo da amostra entre a
separacdo e analise, o que diminui os riscos de perda, a abordagem da SPE
off-line continua em uso devido a sua flexibilidade e capacidade de analisar
0 mesmo extrato em varias técnicas (DAS; GUPTA; DAS, 2012;
RAJAKOVIC et al., 2013).

Muitos materiais ja foram adotados para a separagdo/pré-
concentracdo de espécies de As em amostras ambientais e tiveram
eficiéncia satisfatoria na seletividade e pré-concentra¢do. Chunhai Yu et al.
(2003) investigaram o comportamento de retencdo de oito espécies
quimicas de Arsénio — As(lll), As (V), MMA, DMA, AsB, AsC, TMAO e
TMAI — em varios cartuchos de extracdo em fase sélida a base de silica. Ao
analisar o tipo de sorvente, o pH das amostras, e o eluente para remocao
das espécies retidas nos cartuchos, os pesquisadores desenvolveram um

método para especiacdo com base na separacdo seletiva de espécies de
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arsénio por SPE. Foi possivel separar as espécies com eficiéncia utilizando
dois cartuchos SPE, um de troca cati6nica forte (SCX), e outro de troca
anionica forte (SAX). Além disso, apenas dois tipos de eluente foram
utilizados: acido acético e acido nitrico, ambos a 1,0 mol I*1. Outros
estudos, como o de Sugér et al. (2013), separaram As (V) e As (III)
diretamente apds a coleta em campo utilizando cartuchos SPE, o que
demonstra a praticidade e flexibilidade da técnica.

Embora o acoplamento da cromatografia liquida com ICP-MS
seja apontado como a técnica mais moderna e eficiente devido a sua
sensibilidade e seletividade, ela possui altissimo custo de investimento.
Assim, 0 uso de técnicas de extracdo em fase solida é uma alternativa para
0 desenvolvimento de métodos de especiacdo de As que apresentem
eficiéncia, rapidez e seletividade com custo mais acessivel, principalmente

quando se trata de laboratorios que comercializam anélises.
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4.  Metodologia

O desenvolvimento do projeto ocorreu integralmente na

empresa Venturo Analises Ambientais Ltda. — EPP.

4.1 Local de estudo

A Venturo Analises Ambientais (FIGURA 1) € um laboratério
localizado no municipio de Araragquara-SP que iniciou suas atividades em
2012. A empresa presta servicos de analises em diversas matrizes
ambientais como aguas, solos, sedimentos, biota, efluentes industriais e
domesticos. O laboratdrio busca atender aos parametros analiticos das
legislacdes ambientais do pais, além de oferecer outras analises que possam

suprir as demandas comerciais.

FIGURA 1 — Fachada do laboratério Venturo, onde o projeto foi desenvolvido
FONTE: Venturo Analises Ambientais (2023).

A Venturo conta com setores técnicos de Cromatografia,
Espectrometria de emissdo, Microbiologia, Fluorescéncia atdmica e

Analitico (métodos espectrofotométricos e titulométricos). O laboratorio €
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acreditado pela Coordenacdo Geral de Acreditacdo do INMETRO para
ensaios NBR ISO/IEC 17025 sob numero 665 e possui um dos escopos

mais completos do pais para analises ambientais.

4.2 Meétodo para separacado das espécies quimicas de arsénio

em agua

Para separacdo das espécies de As em agua foi desenvolvido
um método de extracdo em fase solida utilizando cartuchos SPE
preenchidos com resina de troca ionica. A partir dai, foi possivel separar as
espécies As (III), As (V), acido monometilarsénico (MMA) e é&cido
dimetilarsinico (DMA) por meio de retencéo e eluicdo seletiva.

O desenvolvimento desse método teve como base os estudos
realizados por Chunhai Yu et al. (2003). Naquele trabalho, os autores
avaliaram o comportamento de retencdo de oito espécies de Arsénio em
diversos cartuchos SPE, examinando o tipo de sorvente/resina e fatores
como pH e o eluente mais eficaz. A partir dos resultados, eles propuseram
um método para especiacdo de As baseado na separacdo seletiva das
espécies em cartuchos SPE.

Na FIGURA 2 estd representado um esquema do método
utilizado pelo presente trabalho para especiacéo de As utilizando cartuchos

SPE, baseado no método proposto por Chunhai Yu et al. (2003).
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C1
As (Il1) + As (V) + DMA + MMA

Cartucho [LEluicdo com HNO;3 1 mol.L? 4
SCX PMVA
C2
As(l1) + As (V) + MMA
C5
Cartucho |Eluicdo com CH3COOH 1 mol.L?
» MMA
SAX
As(V) =C2-C3-C5
C3
As(111)

FIGURA 2 — Esguema representando o método desenvolvido para especiacdo de
Arsénio utilizando cartuchos de SPE.

FONTE: modificado de Chunhai Yu et al., 2003.

Nota: SCX: troca catidonica forte. SAX troca ani6nica forte.

Como observado na FIGURA 2, em uma primeira etapa foi
realizada a extracdo da amostra no cartucho de troca catiénica (SCX), onde
fica retido o DMA. As demais espécies de interesse As (IIl), As (V) e
MMA passam no cartucho e sdo coletadas. A eluicdo do DMA retido no
cartucho de troca cati6nica foi realizada com acido nitrico 1,0 mol I, Com
iSso, se obteve o DMA isolado.

A partir da amostra coletada na primeira extracédo foi realizada
a segunda extracdo utilizando o cartucho de troca anidnica (SAX). Nessa

segunda etapa, no cartucho ficam retidas as espécies As (V) e MMA. O As
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(111 ndo fica retido e pode ser coletado isolado. Dentre as espécies retidas
no cartucho de troca anidnica, 0 MMA foi eluido com acido acetico 1,0
mol I,

Nas solucBes contendo as espécies ja isoladas (C3, C4 e C5 na
FIGURA 2) foi realizada a determinacdo de As total e se obteve a
quantificacdo de As (111), MMA e DMA. A quantificacdo de As (V) foi
obtida subtraindo da concentracdo de As quantificada na solucdo de entrada
do cartucho de troca anionica (C2 na FIGURA 2) as concentragdes obtidas
de As (1) (C3 na FIGURA 2) e MMA (C5 na FIGURA 2).

Antes da extracdo nos dois cartuchos, o pH das amostras foi
ajustado para 5,6 utilizando uma solucéo de &cido nitrico e/ou hidréxido de
amonio 0,1 mol I*. A escolha desse pH foi baseada nos resultados de
Chunhai Yu et al. (2003), que determinaram esse valor de pH como ideal
para retencao seletiva das espécies de As.

O condicionamento dos cartuchos e percolacdo da amostra nas
duas etapas de extracdo foram realizados com o0s seguintes passos

sequenciais:

1. Percolacéo de 5 ml de etanol;

2. Percolacdo de 5 ml de 4gua deionizada;

3. Percolacdo de 5 ml de a4gua deionizada com pH ajustado para
5,6;

4. Percolacdo de 10 ml da amostra com pH ajustado para 5,6.

Foram testados quatro cartuchos de troca i6nica, sendo dois de
troca catidnica e dois de troca anidnica. Os cartuchos séo fabricados pela
empresa Kopp Technologies localizada no municipio de Sdo Carlos - SP.

As FIGURA 3 e FIGURA 4 representam os cartuchos de troca catidnica e
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troca anionica, respectivamente, escolhidos para avaliacdo e 0s grupos

funcionais presentes em suas resinas.

Cartuchos de troca cationica

(o)
ol ” > <& —/\/ Ss—/o0
si \
O
(o) O
H S—0
Sit O/ S‘—/\/ \\
O
Purifica WCX Purifica SCX

FIGURA 3 — Grupos funcionais dos cartuchos de troca catidnica
FONTE: elaborado pelo autor a partir de Kopp Technologies (2023).

Cartuchos de troca anionica

Purifica C2N Purifica SAX

FIGURA 4 — Grupos funcionais dos cartuchos de troca anionica
FONTE: elaborado pelo autor a partir de Kopp Technologies (2023).

Os cartuchos de troca catibnica selecionados para avaliacdo
foram o Purifica WCX e o Purifica SCX. O WCX apresenta grupos acido
carboxilico alifaticos unidos a superficie do material, possui pKa de cerca
de 4,8 e é considerado um trocador catibnico fraco. Ja o SCX tem na

superficie do material o grupo sulfopropil que é extremamente acido com
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valor de pKa extremamente baixo (<1,0) e é considerado um trocador
cationico forte.

Os cartuchos de troca anionica selecionados para avaliacdo
foram o Purifica C2N e o Purifica SAX. O C2N é uma resina
cromatografica que possui uma alta densidade de aminas secundarias
carregadas positivamente, é altamente hidrofilico e é considerado um
trocador anidnico fraco com pKa de 9,8. J& o SAX é uma resina que
contém alta densidade de aminas tercidrias carregadas positivamente, é
moderadamente hidrofilico, possui pKa elevado e é considerado um
trocador anionico forte.

A FIGURA 5 apresenta alguns exemplares dos cartuchos de

fabricacdo nacional utilizados nos ensaios.

i ka3
FIGURA 5 — Cartuchos SPE de fabricacdo nacional utilizados nos ensaios
FONTE: elaborado pelo autor.

A FIGURA 6 apresenta o sistema manifold com bomba a vécuo

utilizado para extracdo em fase sélida em cartuchos.
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FIGURA 6 — Sistema manifold para extragcdo em fase sélida com cartuchos
FONTE: elaborado pelo autor.

4.3 Extracdo e separacao das espécies de arsénio em tecido

de peixe

Para extracdo das espécies de As de amostras de peixe foi
desenvolvido um procedimento de extracdo com solventes, sonicador
ultrassdnico e centrifugacdo. O desenvolvimento do método foi baseado
nos trabalhos de Nogueira et al. (2018) e Zheng e Hintelmann (2004), que
utilizaram uma mistura de solventes agua/metanol 1:1 v/v e realizaram
extracOes sequenciais em ultrassom e centrifugacao dos extratos.

Para a realizacdo da extracdo foram pesados aproximadamente

1,0 g de amostra retirada da musculatura dorsal do peixe em um béquer de
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50 ml. As amostras foram fortificadas com 1 ml de solucdo padrdo
contendo as espécies de As, a fim de se obter a concentracdo desejada
considerando que o volume final do extrato € de 10 ml.

A amostra ficou em repouso por uma hora para interacdo das
especies de As com o tecido de peixe. Passado esse periodo, foi adicionado
ao béquer 10 ml de uma mistura dgua/metanol (1:1; v/v) e, posteriormente,
0 recipiente foi levado ao sonicador ultrassonico da marca Ultronique,
modelo QR500 (FIGURA 7), por trés minutos. Em seguida, a amostra foi
centrifugada por 15 minutos em 4000 rpm. Apés a centrifugacdo, o
contetido liguido sobrenadante foi separado em um vial. A amostra foi
submetida novamente ao mesmo processo utilizando 10 ml de

agua/metanol 1:1 v/v, trés minutos de sonicador e 15 minutos de centrifuga.
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FIGURA 7 — Sonicador Ultrassonico, Ultronique QR 500, poténcia ultrassonica 500
watts.
FONTE: elaborado pelo autor.

Os dois extratos obtidos foram misturados e levados ao
sistema de concentracdo (FIGURA 8). Esse sistema é composto por um
banho-maria onde o0s extratos sdo evaporados com auxilio de gas
nitrogénio. A amostra foi mantida a 45 °C para evaporacdo do solvente
organico (metanol) e obtencdo de aproximadamente 10 ml de extrato, que

foram avolumados em baldo de 10 ml.
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FIGURA 8 — Sistema de concentragdo composto por um banho-maria associado a um
sistema de vacuo e recuperacdo de solvente por condensacéo.
FONTE: elaborado pelo autor.

Apds a extracdo, o extrato final aquoso foi submetido a
separacao das espécies de As extraidas das amostras de peixe. A separacao
foi realizada pelo mesmo método de extracdo em fase solida para agua

descrito no item 4.2.

4.4 Determinacéao de arsénio total

A quantificacdo de As foi realizada por espectrometria de
emissdo oOptica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). O
equipamento utilizado foi um ICP-OES modelo Avio 200, marca
PerkinElmer (FIGURA 9), utilizando argbnio de alta pureza como gas de

formacéo do plasma.
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FIGURA 9 — ICP-OES PerkinElmer AVIO 200.
FONTE: elaborado pelo autor.

As aliguotas contendo as espécies de As separadas foram
quantificadas no método de As total no ICP-OES. O método para

determinacdo de As total estd validado e consta no escopo de acreditacdo
da NBR ISO/IEC 17025. O método de referéncia utilizado foi 0 3120B do
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (BAIRD;
EATON; RICE, 2017). O limite de quantificacdo é de 0,010 mg I

Os resultados fornecidos no ICP-OES estdo na unidade mg I

Na andlise de tecido de peixe, para obtencédo do resultado em mg kg foi
necessario realizar o seguinte calculo:

Concentragao final (mg kgV)= C x V

M
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Onde:
C: concentracdo em mg I obtida no ICP
V: volume final (ml) do extrato

M: massa (g) de peixe utilizada na extracéo

4.5 Reagentes e padroes

Todos os reagentes utilizados, tais como acidos e solventes,
foram de alto grau de pureza. A agua ultrapura utilizada nos ensaios foi
obtida de um aparelho de Osmose reversa da marca Quimis, modelo Q342-
210. Todos os padrbes analiticos e materiais de referéncia adquiridos sdo

rastreaveis e com acreditacdo na norma ABNT ISO 17034:2017.

4.6 Validacdo dos métodos

As validacbes dos metodos desenvolvidos foram realizadas
seguindo o procedimento para validacdo de metodologias vigente no

laboratorio Venturo. O procedimento tem como referéncias:

e NBR ISO/IEC 17025:2017 - Requisitos gerais para
competéncia de laboratorios de ensaios e calibracdo. ABNT,
Rio de Janeiro (Brasil), 2017.

e DOQ-CGCRE-008 - Orientac6es sobre Validacdo de métodos
analiticos, INMETRO, Rio de Janeiro (Brasil), revisdo 08,
abril de 2020.

A seguir hd um resumo das diretrizes gerais que foram

seguidas no processo de validacdo. O laboratério deve demonstrar que tem
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condicdes de operar os métodos de maneira adequada dentro das condicdes
especificas existentes nas instalacfes antes de implanta-los. Deve-se avaliar
as condicdes e recursos necessarios para a realizacdo do processo de
validacdo. Os parédmetros analisados no processo de validacdo foram:
precisdo, exatiddo e tendéncia, limite de deteccdo, limite de quantificacéo,

linearidade e curva analitica.

e Curva Analitica

A curva analitica de cada composto de interesse deve ser
elaborada com no minimo cinco niveis de concentragdes diferentes.
Quando possivel, as concentracdes dos pontos devem ser baseadas no
limite maximo permitido (LMP). No caso das espécies de As, ndo ha
valores de LMP definidos para matrizes ambientais. Inicialmente a base foi
a faixa de trabalho do As total.

Cada ponto da curva foi injetado em triplicata, e a média para
cada nivel foi calculada. Os dados foram plotados em um grafico de
intensidade do sinal (eixo y) em funcdo da concentragdo do analito (eixo x).
Por fim, foi modelada a regresséo linear da curva analitica, cujo coeficiente

de determinacéo deve ser superior ou igual a 0,99.

e Precisdo

Precisdo € um termo geral para avaliar a dispersdo de
resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra,
amostras semelhantes ou padrdes em condi¢Ges definidas. As formas mais
comuns de expressar a precisao de um método sdo repetibilidade e
reprodutibilidade. O laboratério utiliza a repetibilidade como base para

obtencédo da precisao.
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A repetibilidade foi avaliada em termos de testes estatisticos
feitos em uma amostra ja analisada. Foram preparadas trés diferentes
concentracdes da faixa de uso do método — baixa (P1), média (P2) e alta
(P3).

As trés solucdes (P1, P2 e P3) foram injetadas em triplicata e o
desvio padréo relativo (RSD) foi obtido a partir de:

RSD = % %100%

Onde:
X = média das replicatas;

s = desvio padrao.

n

2 (X; =X)?

i=1

n-1

S =

Onde:

X; = resultado da enésima replicata;
X = média das replicatas;

n = numero de replicatas avaliadas;

s = desvio padréo.

O valor aceitavel para cada ensaio do RSD deve ser menor ou igual a
quinze por cento (RSD < 15%).

e Exatiddo e Tendéncia
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O mecanismo para se determinar a exatiddo e a tendéncia de
um metodo pode incluir o uso de materiais de referéncia, participacdo em
comparacdes interlaboratoriais ou realizacdo de ensaios de recuperagdo. O
laboratério utiliza a recuperacdo como base para obtencdo da exatid&o.

Na andlise de recuperacdo foram preparadas trés diferentes
concentracdes da faixa de uso do método — baixa (P1), média (P2) e alta
(P3). Também foi preparado um branco (PO) ndo fortificado. As quatro
soluges (PO, P1, P2 e P3) foram entdo injetadas em triplicata.

Foi calculada a media das concentracbes das amostras
fortificadas. O valor médio da amostra ndo fortificada (branco) foi
descontado das amostras fortificadas. Dessa forma, foi calculada a

recuperacdo em cada nivel:

recuperagéo (%) = @ %100

3

Onde:
C, = Concentracédo determinada na amostra fortificada;
C, = Concentragédo determinada na amostra nao fortificada;

Cs = Concentracéo fortificada.

O critério para aceitacdo da recuperacdo é o intervalo de 80% a
120%.

e Limite de Deteccéo
Para a determinacdo do limite de deteccdo (LD) foram

analisadas sete replicas de uma amostra fortificada com solucdo padréo

diluida no nivel minimo (P1) da curva analitica. Este nivel foi escolhido
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pois apresenta, teoricamente, a maior dispersdo entre os dados. Foram
preparadas sete réplicas da amostra fortificada com solucdo padrédo P1 em
um Unico dia e cada solucdo foi injetada uma Unica vez.
Para o calculo do LD:
LD :t(n—l,v) *S
Onde:

LD = Limite de detec¢do do método para a matriz testada
tn1y) = Valor de t de Student para n-1 graus de liberdade e V

grau de confianca (99%).

s = desvio padrao das sete replicatas.

e Limite de quantificacéo

Para a determinacdo do limite de quantificacdo (LQ) foram
analisadas sete réplicas de uma amostra fortificada com solucdo padrédo
diluida no nivel minimo (P1) da curva analitica. Utilizando 0os mesmos

dados produzidos no parametro LD, o LQ foi calculado:

LQ = 10*s

Onde:
LQ = Limite de quantificacdo do método para a matriz testada
(deve ser informada).

s = desvio padrao das sete replicatas.
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4.6.1 Calculo de incerteza

Dentro do processo de validacdo das metodologias foi
realizado o célculo de incerteza para 0s ensaios seguindo o procedimento

vigente no laboratorio Venturo. O procedimento tem como referéncias:

e RM 68 — Guia Pratico do Avaliador de Laboratério — Incerteza de
Medicdo, revisdo 05, Rede metroldgica, Rio Grande do Sul (Brasil),
2013.

e DOC-CGCRE-019 — Exemplos de estimativa de medicdo ensaios
quimicos, revisdo 04, INMETRO, Rio de Janeiro (Brasil), abril de
2019.

e ISO GUM 95 — A Estimativa da Incerteza de medigdo pelos métodos
do ISO GUM 95 e de simulacdo de Monte Carlo

e NBR ISO/IEC 17025:2017 — Requisitos gerais para competéncia de
laboratdrios de ensaios e calibracdo. ABNT, Rio de Janeiro (Brasil),
2017,

e Guia Eurachem/ CITAC — Determinando a incerteza na medicéo

analitica, segunda edicéo, 2002.

O processo de estimativa de incerteza de medicdo pode ser

resumido em quatro etapas (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - Fluxograma do procedimento para calculo de incerteza

Etapa 1 — Especificar o Mensurando

Para as analises realizadas no laboratorio, 0 mensurando, i.e., 0
objeto da medicdo, corresponde a diversas matrizes e concentracOes de

analitos.

Etapa 2 — Identificar as Fontes de Incerteza

Nesta fase foi necessario realizar um levantamento de todas as
fontes de incerteza relevantes para o0 método analitico. Este levantamento
de fontes pode ser realizado pelo diagrama de “causa e efeito” (FIGURA

11).
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FIGURA 11 — Diagrama de “causa efeito” para calculo de incerteza em analises
cromatograficas e espectrofotométricas.
FONTE: Venturo Anélises Ambientais (2018)

Etapa 3 — Quantificar os Componentes de Incerteza

Foram considerado os seguintes aspectos relevantes:
a) Incerteza da curva analitica de calibracéo;
b) Incerteza da Precisdo intermediaria (Repetibilidade +
Reprodutibilidade);
C) Incerteza da Diluicao;

d)  Incerteza dos Padrdes;

Etapa 04 — Calculo da Incerteza Padrdo Combinada e Expandida

A Incerteza Padrdo Combinada é a relacdo entre todas as
componentes de incerteza padréo. A incerteza expandida ¢ a incerteza obtida
a partir da multiplicacdo da incerteza padrdo por uma constante K,
denominada fator de abrangéncia. Tal incerteza estd relacionada com
95,45% de resultado mais provavel, caso o valor de k seja igual a 2.

Todos os calculos foram realizados em planilhas ou

formularios eletrdnicos ja padronizadas onde os dados brutos sao plotados.
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5. Resultados e discussao

Nesta secdo serdo apresentados os resultados dos testes de
retencédo seletiva das espécies de As nos quatro cartuchos propostos (WCX,
SCX, C2N e SAX), assim como os resultados da especiacdo das espécies
de As (As (I11), As (V), MMA e DMA) em agua e tecido de peixe realizada
nos cartuchos selecionados (SCX e SAX) a partir dos testes de retencéo.
Por fim, serdo apresentados os resultados da validacdo dos métodos
desenvolvidos realizada seguindo o documento orientativo do INMETRO
DOQ-CGCRE-008 (2020).

5.1 Retencao seletiva das espécies de arsénio

A primeira etapa para o desenvolvimento do método proposto
foi testar a retencdo seletiva das espécies de As de interesse nos cartuchos
SPE. Foi necessario encontrar uma resina de troca catiénica capaz de reter
apenas a espécie DMA e uma resina de troca aniénica capaz de reter apenas
as substancias As (V) e MMA. Isso considerando o condicionamento dos
cartuchos propostos e principalmente percolando as amostras com pH
ajustado em 5,6.

Para determinar a capacidade de retencdo das resinas, todas as
especies de As, de forma isolada, foram percoladas em todos os cartuchos
propostos. Para isso, foram percolados nos cartuchos 10 ml de solucdo
padréo contendo 0,500 mg I (As) da espécie de As a ser avaliada. O teste
em cada cartucho foi realizado em triplicata para todas as espécies de As.

Os diagramas esquematicos abaixo exemplificam os testes de
retencdo realizados com os cartuchos SPE. A FIGURA 12 demonstra os
resultados obtidos dos ensaios em triplicata realizados com cartucho de
troca catibnica WCX para retencdo da espécie DMA. A FIGURA 13 ilustra
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0s ensaios realizados com o cartucho de troca catiénica SCX também para
retencdo da espécie DMA. Nesse ensaio, para determinar a quantidade de
espécie retida na resina, subtraiu-se da concentracdo da amostra inicial a
concentracdo de As na amostra que sai do cartucho (efluente).

Ressalta-se que a quantificacao foi realizada por determinacéo
do As total nas amostras por ICP-OES, portanto, as espécies ja isoladas

foram quantificadas em funcdo da concentragédo de As total.

[ DMA0,492 mg I | [ DMA 0,494 mg 1 | | DMA0,492mg 1" |
e 4 3
1 2 1 3 I
wcex wex wex
¥ . $
| DMA 0,182 mg |- | DMA0,149mg I | | DMAO,170mg 1" |
Solucdo Inicial| 0,492 Solugao Inicial| 0,494 Solugdo Inicial| 0,492
Saida WCX 0,182 Saida WCX 0,149 Saida WCX 0,170
% retido 63,01 % retido 69,84 % retido 65,45

FIGURA 12 — Diagrama esquematico do ensaio realizado em triplicata para testar a
retencdo do DMA no cartucho de troca catidnica WCX.
FONTE: elaborado pelo autor a partir de Kopp Technologies (2023).
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’ DMA 0,495 mg | -1 ‘

$

SCX

¥

| DMA 0,013 mg |- ’

Solucdo Inicial

0,495

Saida SCX

0,013

| DMA 0,495 mg |- | | DMA 0,496 mg |- |
1 I 2 i
ScX ScX
\ DMA<0,010mg | - ] ‘ DMA < 0,010 mg | -' ’
Solugao Inicial| 0,495 Solugdo Inicial | 0,495
SaidaSCX [< 0,010 SaidaSCX |[< 0,010
% retido 100* % retido 100*

% retido

97,37

* Os valores abaixo do limite de quantificacdo de As (0,010 mg 1-!) foram considerados zero no célculo da porcentagem

FIGURA 13 — Diagrama esquematico do ensaio realizado em triplicata para testar a
retencdo do DMA no cartucho de troca catidnica SCX.
FONTE: elaborado pelo autor a partir de Kopp Technologies (2023).

Como demonstrado na FIGURA 12, a maior porcentagem de
retencdo do DMA obtida no cartucho WCX foi de 69,84%. J& nos ensaios

com o cartucho SCX (FIGURA 13), a maior retencdo observada foi de

100%, o que indica que a resina do SCX foi capaz de reter todo o DMA em

dois ensaios da triplicata. E importante ressaltar que os valores

quantificados na saida do cartucho que ficaram abaixo do limite de

quantificacdo de As (0,010 mg I*) foram considerados como zero no

calculo da porcentagem.

As FIGURA 14 e FIGURA 15 representam os resultados dos

ensaios realizados em triplicata com As (V) no cartucho de troca cationica

SCX e no cartucho de troca anidnica SAX, respectivamente.
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‘AS(V) 0,497 mg |- ‘ \ As(V) 0,497 mg | - | ‘ As (V) 0,498 mg | -1 ‘

\ 4 4 $

SCX SCX SCX

$ ad $

’ As (V)) 0,496 mg | -1 ‘

[ As(v)o4samgl | [ As(v) 0,496mg - |
Solugao Inicial | 0,497 Solugao Inicial | 0,497 Solugdo Inicial| 0,498
Saida SCX 0,494 Saida SCX 0,496 Saida SCX 0,496
% retido o* % retido O* % retido o*

* Quando a diferenca entre a concentracdo inicial e a saida é menor do que o limite de quantificacdo de As (0,010 mg 1),
os valores foram considerados zero no calculo da porcentagem
FIGURA 14 — Diagrama esquematico do ensaio realizado em triplicata para testar a

retencdo do As (V) no cartucho de troca catidnica SCX.
FONTE: elaborado pelo autor a partir de Kopp Technologies (2023).

‘AS(V) 0,507 mg | ! ‘ ‘ As(V) 0,508 mg | - \ ‘ As (V) 0,508 mg | - ‘
i 4 4
1 1 2 I 3
SAX SAX SAX
‘ As (V) <0,010mg |- ‘ ’ As (V) <0,010mg |- ’ ’ As (V) <0,010mg | ! ‘
Soluc¢ao Inicial| 0,507 Solugdo Inicial| 0,508 Solugao Inicial| 0,508
Saida SAX [<0,010 Saida SAX [<0,010 Saida SAX [<0,010
% retido 100* % retido 100* % retido 100*

* Os valores abaixo do limite de quantificacdo de As (0,010 mg 1 ) foram considerados zero no célculo da porcentagem

FIGURA 15 — Diagrama esquematico do ensaio realizado em triplicata para testar a
retencdo do As (V) no cartucho de troca aniénica SAX.

FONTE: elaborado pelo autor a partir de Kopp Technologies (2023).
Como demonstrado, o As (V) ndo ficou retido no cartucho
SCX em nenhum dos ensaios. Ja no cartucho de troca aniénica SAX, foi

verificada uma taxa de 100% de retencdo em todos 0s ensaios. Esses
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resultados foram fundamentais para escolha das resinas e prosseguimento
no desenvolvimento do método, ja que o cartucho de troca catibnica é
utilizado na primeira etapa de separacdo das espécies de As, em que 0 As
(V) néo deve ficar retido. Ja na segunda etapa de separacdo, o As (V) deve
ficar retido no cartucho de troca anidnica.

Os ensaios demonstrados nas FIGURAS 12 a 15 também
foram realizados com as espécies As (I11) e MMA tanto nos cartuchos de
troca cationica, como nos cartuchos de troca anionica. As TABELA 1 e
TABELA 2 resumem os resultados encontrados nos testes de retencéo das
quatro espécies de As de interesse realizados com 0s quatro cartuchos
nacionais propostos para avaliacdo. Os resultados apresentam a média +
desvio padrdo das porcentagens de retencdo das espécies nas analises

realizadas em triplicata.

TABELA 1 — Percentual (%) de retencdo das espécies de As nos cartuchos de troca
cationica.

Cartucho SPE As (111) As (V) DMA MMA
Purifica WCX 0 0 66,71 + 3,5 0
Purifica SCX 0 0 99,12+1,5 0

Nota: Os resultados representam a média com desvio padrdo dos ensaios em triplicatas.
Condigdes: 10 ml de solugdo contendo 0,500 mg 1! das espécies de As. pH = 5.6.

TABELA 2 — Percentual (%) de retencdo das espécies de As nos cartuchos de troca
anionica.

Cartucho SPE  As (I11) As (V) DMA MMA
Purifica C2N 0 40,4+ 3.6 174+25 51,0+5,7
Purifica SAX 0 100 £ 0 248 +3,7 100 + 0

Nota: Os resultados representam a média com desvio padrdo dos ensaios em triplicatas.
Condigdes: 10 ml de solugio contendo 0,500 mg 1! das espécies de As. pH = 5.6.

Esses resultados s&o muito similares aos observados nos
estudos de retencéo seletiva de Chunhai Yu et al. (2003), tanto no que se
refere aos tipos de cartucho que apresentaram eficiéncia na retencao

seletiva das espécies de As, como ao pH da matriz ajustado em 5,6.
Chunhai Yu et al. (2003) investigaram o efeito do pH da amostra na
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eficiéncia de retencdo das espécies testando diferentes valores de pH (i.e.,
3,5; 5,6 e 9,0), e encontraram que o pH 5,6 é o ideal para retencdo seletiva
das espécies de interesse tanto no cartucho de troca catiébnica (SCX) como
no de troca anionica (SAX).

A retencdo dos compostos depende de sua interacdo com a
matriz e com a resina/sorbente da fase sélida. 1sso envolve o pKa desses
compostos e suas caracteristica idnicas, bem como interagdes hidrofébicas
que podem ocorrer com a fase sélida (CHUNHAI YU et al., 2003; DAS;
GUPTA,; DAS, 2012).

O DMA, como ja& mencionado, foi retido com eficiéncia no
cartucho de troca catidnica SCX (TABELA 1). Como observado e
discutido por Chunhai Yu et al. (2003), essa seria a retencdo mais
complexa de se explicar entre as espécies estudadas. Em tese, em pH 5,6, 0
DMA seria uma espécie quimica ndo carregada. Provavelmente, a interacéo
entre o DMA e o cartucho de troca cationica SCX ocorre por uma forte
interacdo secundéaria de carater ndo polar e ndo apenas por interacdo ibnica
primaria (CHUNHAI YU et al., 2003). O DMA ainda apresentou baixa
retencdo nos cartuchos de troca aniénica (TABELA 2), que poderia ser
causado por uma desprotonacéo parcial do DMA em pH 5,6. Porém, isso
ndo interfere no desenvolvimento do método de especiacdo, uma vez que 0
DMA fica retido no cartucho de troca catidnica, que € a primeira etapa do
processo de separacdo das especies.

O As (I11) em pH 5,6 também é uma espécie nao carregada, o
que explica a ndo retencdo em nenhum dos cartuchos testados (TABELA 1
e TABELA 2). Com valor de pKa =9 o0 As (I11) se mantém n&o dissociado
em uma ampla faixa de pH.

Em pH 5,6, 0 As (V) e 0o MMA existem na forma de &nions, ou

seja, carregados negativamente. Tanto o As (V) como o MMA foram
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completamente retidos no cartucho de troca anionica SAX, assim como
observado por Chunhai Yu et al. (2003).

Outros trabalhos ja utilizaram cartuchos de troca anidnica para
separar apenas as espécies inorganicas As (lII) e As (V) em baixas
concentragdes. Sugar et al. (2013) e Le et al. (2000) utilizaram resina de
troca anionica forte para reter o As (V) e recolher o As (I11) no efluente do
cartucho, similarmente ao proposto neste trabalho e observado nos testes de
retencéo.

Em suma, os testes de retencdo apontaram que, para O
desenvolvimento do meétodo proposto para especiacdo de As (item 4.2),
deve-se utilizar o cartucho de troca cationica SCX para retengdo do DMA,
e o cartucho SAX para retencédo do MMA e As (V).

Os testes de retencdo foram fundamentais para o inicio do
trabalho e selecdo dos cartuchos a serem utilizados. Porém, também foi
necessario realizar a eluicdo do DMA retido no SCX e do MMA retido no
SAX. O item 5.1.1 apresenta os resultados do teste de eluicdo seletiva das

especies.

5.1.1 Eluicao das espécies de arsénio

Para eluicdo do DMA retido nos cartuchos SCX foi utilizado
acido nitrico (HNO3) 1 mol I, e para eluicdo do composto MMA do
cartucho SAX foi utilizado acido acético (HAc) 1 mol It. Assim como nos
testes de retencéo, as analises foram realizadas em triplicatas. As TABELA
3 e TABELA 4 apresentam a meédia e desvio padrdo das recuperacdes (%)

obtidas na eluicdo do DMA e MMA, respectivamente.
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TABELA 3 — Recupera¢do média obtida na eluicdo do DMA

Eluente DMA

HNO3 1 mol I 100 + 2,2

Nota: Os resultados representam a média com desvio padrdo dos ensaios em triplicata.
Eluicdo: 1,5 ml de HNO3z 1 mol I seguido de 1,5 ml de HNO3 1 mol I

TABELA 4 — Recuperagdo média obtida na eluicdo do MMA

Eluente As (V) MMA

HAc 1 mol I 0* 98,7+3,4

Nota: Os resultados representam a média com desvio padrdo dos ensaios em triplicata.
Eluicdo: 1,5 ml de HAc 1 mol I seguido de 1,5 ml de HAc 1 mol I,
*valores abaixo do LQ de As foram considerados zero no calculo da recuperacéo %

A eluicdo do DMA do cartucho SCX apresentou média de
recuperacao de 100%, enquanto a recuperacdo do MMA do cartucho SAX
apresentou média de 98,7%. O ensaio também demonstrou que o0 uso do
acido acético 1 mol It na eluicdo do cartucho SAX nédo remove o As (V).
Os resultados foram bastante satisfatorios e confirmaram o uso desses
eluentes nesse meétodo para separacdo das espécies de As utilizando
extracdo em fase sélida como demonstrado por Chunhai Yu et al. (2003).

Embora esse trabalho tenha como objeto as espécies As (l11),
As (V), MMA e DMA, o método proposto por Chunhai Yu et al. (2003)
envolve a especiacdo de mais quatro espécies de As. No cartucho de troca
catidnica SCX poderiam ficar retidos com o DMA as espécies organicas
arsenobetaina, arsenocolina e 6xido de trimetilarsina (TMAO). Chunhai Yu
et al. (2003), apos avaliarem trés tipos de eluentes, demonstraram que 0
HNO3 1 mol I foi capaz de eluir seletivamente apenas o0 DMA do cartucho
SCX, enquanto o HAc 1 mol It removeu apenas 0 MMA do cartucho SAX.
Por isso, era fundamental que esses eluentes funcionassem neste trabalho

como forma de garantir a eluicdo seletiva das espécies de interesse.
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5.2 [Especiacado de arsénio em agua

Apdbs os testes de retencdo e eluicdo seletivas das espécies,
foram selecionados os cartuchos SCX e SAX e os eluentes HNO3 1 mol I
e HAc 1 mol I para realizagdo do ensaio de especiacdo de As em agua
empregando extracdo em fase solida como proposto na metodologia (item
4.2). Também ficou definido que o condicionamento dos cartuchos
propostos e o ajuste de pH das amostras em 5,6 sdo eficientes para
realizacdo do método.

Para isso, foi preparada uma solucdo mix de padrdes de 10 mli
contendo 0,500 mg I (As) de cada espécie de As, i.e., As (I11), As (V),
DMA e MMA, para realizacdo do ensaio. O pH da amostra foi ajustado
para 5,6, e o condicionamento dos cartuchos foi realizado seguindo a
proposta metodoldgica no item 4.2. A FIGURA 16 apresenta o diagrama
esquematico do ensaio realizado com as concentragdes encontradas em mg

I* de cada espécie.

1° extragao 2° extragao
C1 c2
HNO3 1 mol I-1 & — <
® 31 Mol |- | » e
—’ ‘ HAcT ol - maa
SCX
[As]= 0,448 mg I-1 SAX [As]= 0,489 mg I-1
- i‘
Cc2 c3 \n
| As (i), As (V), MMA | As () | As(v)=c2-C3-C5
[As]= 1,529 mg I-1 [As]= 0,451 mg I-1 [As]= 1,529 - 0,451 - 0,489

[As]= 0,589 mg I-1

FIGURA 16 — Diagrama esquematico do ensaio de especiacdo de As em agua.
FONTE: elaborado pelo autor a partir de Kopp Technologies (2023).
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A TABELA 5 apresenta os resultados de concentracédo e

recuperacédo de cada espécie encontrados na especiacdo de As em agua.

TABELA 5 — Resultados da especiacdo de As em agua utilizando extracdo em fase
solida.

As (1) As (V) DMA MMA
Conc. Rec. Conc. Rec. Conc. Rec. Conc. Rec.
(mglh) (%) (mglh) (%) (mglh) (%) (mglh) (%)

0,451 90,2 0,589 117,8 0,448 89,6 0,489 97,8

Nota: Condigdes: 10 ml de solugdo contendo 0,500 mg I das espécies de As. pH = 5.6.
Conc.: Concentracéo
Rec.: Recuperacgéo

Como observado na TABELA 5, as recuperacdes das especies
de As obtidas com a aplicacdo do metodo foram muito satisfatorias, sendo
que nenhuma das espécies apresentou recuperacdo fora da faixa de 80% a
120%.

Esses valores encontrados atendem a limites de recuperacéo
estabelecidos na rotina do laboratorio Venturo e também se assemelham
aos obtidos por trabalhos com especiacdo de As encontrados na literatura.
Chen et al. (2006), por exemplo, ao utilizar cromatografia idnica e
determinacdo por ICP-MS encontraram recuperacbes de 96,4% para 0
DMA, 95,2% para 0 MMA e 103,1% para o As (V).

Os resultados demonstraram que € possivel realizar com
eficiéncia a especiacdo de As em agua, considerando as espécies
inorganicas As (I11) e As (V) e as espécies organicas DMA e MMA e
empregando duas extracdes em fase soOlida sequenciais, sendo uma em
cartucho de troca cationica forte (SCX) e outra em cartucho de troca
anidnica forte (SAX). Com isso, 0 metodo foi submetido a validacéo
metodologica do laboratdrio e os resultados sao apresentados no item 5.4.
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5.3 Especiacao de arsénio em tecido de peixe

A especiacdo de As em amostras sélidas, como tecidos de
peixe, requer uma etapa adicional antes da separacdo das espécies. Como
descrito no item 4.3, este trabalho prop0s a extracdo das espécies de As do
tecido de peixe utilizando uma mistura de solventes polares, ultrassom e
centrifugacdo baseado nos trabalhos de Nogueira et al. (2018) e Zheng e
Hintelmann (2004).

Apoés a fortificacdo da amostra de tecido de peixe com as
especies de As e a realizacédo das etapas de extracéo, € obtido como produto
final um extrato aquoso que contém as espécies de As extraidas da matriz.
Conforme proposta metodoldgica deste trabalho, esse extrato foi submetido
ao mesmo processo de separacdo das espécies de As utilizado para agua. A
FIGURA 17 apresenta o diagrama esquematico do ensaio de especiacao de
As realizado no extrato aquoso proveniente da extracdo do peixe.

Optou-se aqui por apresentar os resultados em mg I, Esses
séo os valores obtidos nas leituras do ICP-OES, ou seja, néo foi realizado a
conversdo em mg kg? para calculo da recuperacdo e demonstracéo do

funcionamento do método.
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1° extragao 2° extragao
C1 - Extrato aquoso pos extracédo de peixe c2
HNO3 1 mol 111 —— — o
. 31 mol |- - E HAc 1 mol I-1
—_— | DMA e o | MMA
i : £
[As]= 0,411 mg I-1 SAX [As]= 0,443 mg I-1
\\\
Cc2 c3 “u
| As (i), As (V), MMA | As (Ill) | As(v)=c2-c3-¢5 |
[As]= 1,460 mg I-1 [As]= 0,421 mg I-1 [As]= 1,460 - 0,421 - 0,443

[As]= 0,596 mg I-1

FIGURA 17 — Diagrama esquematico do ensaio de especiacao de As em tecido de peixe

A TABELA 6 apresenta os resultados de concentracdo e
recuperacdo de cada espécie obtidos na especiacdo de As em tecido de

peixe.

TABELA 6 — Resultados da especiacdo de As em tecido de peixe utilizando extracéo
em fase sélida.

As (1) As (V) DMA MMA
Conc. Rec. Conc. Rec. Conc. Rec. Conc. Rec.
mg I (%) mg I (%) mg I (%) mg I (%)

0,421 84,2 0,596 119,2 0,411 82,2 0,443 88,6

Nota: CondigGes: 10 ml de solucio contendo 0,500 mg I das espécies de As. pH = 5.6.
Conc.: Concentracéo
Rec.: Recuperacgéo

Assim como na especiacdo de As em agua, os resultados foram
bastante satisfatorios, com a recuperacdo variando dentro da faixa de 80% a
120%. Isso demonstra a eficiéncia do método de extracdo proposto e a
possibilidade de aplicar no extrato aquoso, produto da extracdo, 0 mesmo
método de separacdo das espécies de As empregado para agua.

As recuperacgdes obtidas sdo bastante similares as observadas

em trabalhos que utilizaram mistura de solventes e ultrassom para extragao
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das espécies de As de tecidos de peixes e outras amostras biologicas.
Nogueira et al. (2018) obtiveram recuperacdo de 98,7% de DMA em
amostras de peixe fortificadas, e 76% em amostras de arroz fortificadas. No
mesmo trabalho também foi obtido 93,4% de recuperacdo de MMA e
87,6% de As (V), ambos em peixe. Também empregando mistura
metanol/agua, ultrassom e centrifugacdo, Zheng e Hintelmann (2004)
atingiram boa precisao e repetibilidade na determinacéo de especies de As
em amostras de peixe de dgua doce em um lago rico em As no Canada.

Os resultados demonstraram que é possivel realizar com
eficiéncia a especiacdo de As em tecido de peixe, considerando as espécies
inorgénicas As (I11) e As (V) e as espécies organicas DMA e MMA, com
extracdo das espécies com solventes metanol/agua, ultrassom e
centrifugacdo. E em sequéncia, fazendo a separacdo das espécies no extrato
aquoso empregando duas extraces em fase solida sequenciais, sendo uma
em cartucho de troca cationica forte (SCX) e outra em cartucho de troca
anibnica forte (SAX). Com isso, o0 método foi submetido a validacdo

metodologica do laboratdrio e os resultados sdo apresentados no item 5.5.

5.4 Validacdo do método de especiacdo de arsénio em agua

O método desenvolvido para especiacdo de As em agua foi
submetido a validacdo metodoldgica seguindo as normas da NBR ISO/IEC
17025 e documento orientativo do INMETRO DOQ-CGCRE-008 (2020).
Serdo apresentados os parametros de validacdo: curva analitica, limite de

deteccéo e quantificacao, recuperacao e repetitividade.

5.4.1 Curva analitica
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Como ja descrito, o método desenvolvido pelo presente
trabalho realiza a quantificacdo das especies de As, ap0s a separacdo e
isolamento das mesmas, em funcgédo da concentracdo do As total. Portanto, a
Unica curva analitica construida no ICP-OES foi a de As total. Cada ponto
da curva foi injetado em triplicata sendo a média utilizada para tracar a
curva.

A TABELA 7 apresenta os dados brutos obtidos no ICP-OES
para construcdo da curva analitica de As total. A FIGURA 18 apresenta a
curva analitica tracada com as médias das intensidades dos pontos injetados

em triplicata.

TABELA 7 — Dados brutos para constru¢do da curva analitica em triplicata do As total.

Concentracdo (mg I1) Intensidade Média
1 2 3

0,010 11,2 8,5 9,8 9,833
0,050 118,7 173,0 159,9 150,533
0,100 331,7 323,2 360,1 338,333
0,500 1753,0 17144 1712,8 1726,733
1,000 3672,6 3661,5 3658,6 3664,233
2,000 7021,5 7150,0 7089,0 7086,833

8000,000

7000,000 vy =3573,3x-16,955 $

R%=0,9996
6000,000

@
® 5000,000
ke
£ 4000,000
g /
£ 3000,000

2000,000 /

1000,000

0;000 ""‘/ T T T T 1

0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500
Concentracdo (mg L-1)
FIGURA 18 — Curva analitica de calibracdo do As total
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A curva de calibracdo construida demonstrou linearidade
satisfatoria na faixa de trabalho proposta de 0,010 mg It a 2,000 mg I1. O
coeficiente de determinacdo (R?) obtido foi de 0,9996, atendendo ao que 0

laboratorio estabelece como aceitavel como R? > 0,99.

5.4.2 Limites de deteccdo e quantificacéo

Para determinacdo dos limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) foram realizados ensaios em sete réplicas de uma
solucdo fortificada com 0,050 mg I de cada espécie de As (As (Ill), As
(V), MMA e DMA). Como j& descrito na metodologia, o LD é calculado ao
multiplicar o desvio padrdo (S) por 3,143, que corresponde ao valor t
unilateral considerando 99% de confianca e seis graus de liberdade. O LQ é
calculado multiplicando o desvio padréo por 10.

A TABELA 8 apresenta os resultados obtidos para os calculos de LD
e LQ do As (Il). O limite de deteccdo calculado foi de 0,012 e 0
limite de quantificacéo foi de 0,040 mg I.

Concentracgao do

- Desvio L.D. (mg.L-
analito (mg.L?) Concentracgao (mg

0,041
0,047
0,040

Padrio (S) 1) L.Q. (mg.L)

0,050 0,051 0,00397612 0,012 0,040

0,043
0,048
0,044

TABELA 8 — Resultados obtidos para os célculos de LD e LQ do As (I11) em agua

Concentragdo do  Concentragdo Desvio L.D. (mg I) L.Q. (mgI?)
analito (mg I) padréo (S)

0,041

0,047
0,050 0,040 0,004 0,012 0,040

0,051
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0,043
0,048
0,044

Nota: LD: Limite de detecgéo; LQ: Limite de quantificacdo

A TABELA 9 apresenta os resultados obtidos para os calculos
de LD e LQ para o As (V). O limite de deteccéo calculado foi de 0,015 e 0
limite de quantificacdo foi de 0,047 mg I

TABELA 9 — Resultados obtidos para os calculos de LD e LQ do As (V) em agua

Concentracdo do  Concentracdo Desvio L.D. (mg I) L.Q. (mgI?)
analito (mg I%) padréo (S)

0,047
0,043
0,046
0,050 0,039 0,005 0,015 0,047
0,053
0,040
0,044

Nota: LD: Limite de detec¢édo; LQ: Limite de quantificacdo

A TABELA 10 apresenta os resultados obtidos para o0s
calculos de LD e LQ para o DMA. O limite de deteccdo calculado foi de
0,012 e o limite de quantificacdo foi de 0,038 mg I,

TABELA 10 — Resultados obtidos para os célculos de LD e LQ do DMA.

Concentracdodo  Resultado (mg 1) Desvio L.D.(mgl?) L.Q.(mgl?)
analito (mg I%) padréo (S)

0,044
0,041
0,048
0,050 0,038 0,0038 0,012 0,038
0,047
0,044
0,039

Nota: LD: Limite de detec¢édo; LQ: Limite de quantificacao
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A TABELA 11 apresenta os resultados obtidos para os
calculos de LD e LQ para 0 MMA. O limite de deteccdo calculado foi de
0,015 e o limite de quantificacdo foi de 0,046 mg I,

TABELA 11 — Resultados obtidos para os célculos de LD e LQ do MMA

Concentracdodo  Resultado (mgI?) Desvio L.D.(mgl1) L.Q.(mgl?)
analito (mg I%) padréo (S)

0,056
0,055
0,053
0,050 0,058 0,0046 0,015 0,046
0,052
0,044
0,056

Nota: LD: Limite de detec¢do; LQ: Limite de quantificacao

Com estes resultados o laboratério podera reportar um valor de
limite de quantificacdo de 0,050 mg | para cada espécie de As

quantificada na especiacgéo.

5.4.3 Recuperacao e repetitividade

A recuperacdo do método, expressa em porcentagem, € a
relacdo entre a concentracdo do analito de interesse encontrada na analise e
a concentracao tedrica esperada na amostra. O teste de recuperacdo consiste
na analise da matriz pura que foi dopada com concentracdes conhecidas do
analito de interesse. A razdo entre a concentracdo determinada do analito e

a concentracdo adicionada fornece o fator de recuperacéo.
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Como ja descrito na metodologia, a repetitividade foi utilizada
como base para obtencdo da precisdo. Além do branco, foram analisados
em triplicata trés diferentes concentracdes da faixa de trabalho do método e
entdo realizado o calculo de desvio padrdo relativo (RSD, %) para cada
ponto estudado.

A TABELA 12 apresenta os resultados obtidos para o célculo
de recuperacdo e repetitividade para o ensaio de As (I11). A média das
recuperacdes observadas nos niveis baixo, meédio e alto foram,
respectivamente, 83,33%, 87,33% e 95,88% e do desvio padrdo relativo
foram 9,70%, 8,10% e 2,47%, respectivamente.

TABELA 12 — Resultados obtidos para o calculo de Recuperacdo e Repetitividade do
ensaio de As (I11)

Branco
Replicatas Resultado
1 0,000
2 0,000
3 0,000
Média: 0,000
Nivel Baixo (fortificado) 0,050 mg It
Replicatas Resultado
1 0,041
2 0,046
3 0,038
Média: 0,042
Desvio padréo: 0,004
Nivel Médio (fortificado) 0,500 mg It
Replicatas Resultado
1 0,411
2 0,477
3 0,422
Média: 0,437
Desvio padrao: 0,035
Nivel Alto (fortificado) 2,000 mglI?
Replicatas Resultado

1 1,896
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2 1,972
3 1,885
Media: 1,918
Desvio padréo: 0,047
Concentracao Concentracéao % de Repetitividade
Adicionada (mg I) Encontrada (mg I') Recuperacao (% RSD)
0,05 0,04 83,33 9,70
0,50 0,44 87,33 8,10
2,00 1,92 95,88 2,47

A TABELA 12 exibe todos os dados brutos obtidos para o
calculo de recuperacéo e repetitividade do As (I11), de forma a demonstrar
como a planilha de célculo do laboratério funciona. Para os demais
compostos serdo apresentados diretamente os resultados da média de
recuperacao e desvio padréo relativo obtidos em cada ponto estudado.

A TABELA 13 apresenta os resultados obtidos para o célculo
de recuperacdo e repetitividade para o ensaio de As (V). A media das
recuperacdes observadas nos niveis baixo, médio e alto foram,
respectivamente, 92,67%, 109,87% e 98,30%; e do desvio padrdo relativo
foram 11,08%, 6,79% e 7,35%, respectivamente.

TABELA 13 — Resultados obtidos para o calculo de Recuperacdo e Repetitividade do
ensaio de As (V)

Concentracéao Concentracéao % de Repetitividade
Adicionada (mg I'%) Encontrada (mg I) Recuperacdo (% RSD)

0,05 0,05 92,67 11,08

0,50 0,55 109,87 6,79

2,00 1,97 98,30 7,35

Nota: Os resultados da recuperacdo e %RSD representam a média do ensaio em
triplicata.

A TABELA 14 apresenta os resultados obtidos para o célculo
de recuperacdo e repetitividade para o ensaio de DMA. A média das
recuperacdes observadas nos niveis baixo, medio e alto foram,
respectivamente, 88,67%, 97,13% e 96,80%; e do desvio padrdo relativo
foram 7,92%, 1,13% e 2,28%, respectivamente.
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TABELA 14 — Resultados obtidos para o calculo de Recuperacdo e Repetitividade do
ensaio de DMA

Concentracao Concentracéao % de Repetitividade
Adicionada (mg I) Encontrada (mg 1) Recuperacdo (% RSD)

0,05 0,04 88,67 7,92

0,50 0,49 97,13 1,13

2,00 1,94 96,80 2,28

Nota: Os resultados da recuperacdo e %RSD representam a média do ensaio em
triplicata.

A TABELA 15 apresenta os resultados obtidos para o célculo
de recuperacdo e repetitividade para o ensaio de MMA. A média das
recuperacdes observadas nos niveis baixo, médio e alto foram,

respectivamente, 94,67%, 100,60% e 108,35%; e do desvio padréo relativo
foram 10,42%, 4,40% e 2,95%, respectivamente.

TABELA 15 — Resultados obtidos para o calculo de Recuperacdo e Repetitividade do
ensaio de MMA

Concentracao Concentracao % de Repetitividade
Adicionada (mg 1) Encontrada (mg 1) Recuperacdo (% RSD)

0,05 0,05 94,67 10,42

0,50 0,50 100,60 4,40

2,00 2,17 108,35 2,95

Nota: Os resultados da recuperacdo e %RSD representam a média do ensaio em
triplicata.

Para os ensaios realizados no setor de espectrometria, o
laboratério define como aceitdvel uma faixa de recuperacdo de 80% a
120%. Como pode ser observado nos resultados, todas as espécies de As
apresentaram recuperacdo dentro dessa faixa. O desvio padrdo relativo
estabelecido como aceitavel é de < 15%. Nesse caso, todas as espécies de

As apresentaram %RSD menor do que 15%.

5.4.4 Calculo da incerteza
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Como descrito na metodologia, o calculo da incerteza do
método envolve a quantificacdo da Incerteza Padrdo Combinada e da
Incerteza Expandida. A Incerteza Padrdo Combinada relaciona todos os
componentes de incerteza levantados como fontes de incerteza relevantes —
Incerteza do Padrdo comercial, Incerteza da Precisdo intermediaria
(Repetibilidade + Reprodutibilidade), Incerteza da Curva Analitica,
Incerteza da Diluicdo, e Incerteza da Amostragem. A incerteza expandida é
obtida a partir da multiplicacdo da incerteza padrdo por uma constante K ou
fator de abrangéncia, que é igual a 2.

Os calculos foram realizados em planilhas padronizadas onde
foram plotados os dados brutos das analises. Os resultados serdo
apresentados em tabelas que resumem as planilhas de célculo e que
demonstram a contribuicdo em porcentagem de cada componente da
incerteza, assim como a incerteza padrdo combinada e incerteza expandida.

Como pode ser observado na TABELA 16, foi determinada
uma incerteza expandida de 11,07% para o ensaio de As (Il1), tendo como
principais fatores de contribuicdo a curva analitica (29,31%) e preciséo
intermediaria (Repetibilidade + Reprodutibilidade) (52,70%).

TABELA 16 — Resultado da Incerteza Padrdo Combinada e Expandida — As (I11) em
agua

Fontes de Componentes da Incerteza  Incerteza Padrdo  Contribuigao
Incerteza (ui) (%)
UMRC Incerteza do Padrdo 0,0002 0,0023
Comercial
Uintermediaria Incerteza da preciséo 4,6364 52,7004
Intermediaria
Uca Incerteza da Curva 2,5785 29,3090
Analitica
U Diluic&o Incerteza da Diluicéo 1,5805 17,9645
U Amostragem Incerteza padréo combinada 0,0021 0,0239
na Amostragem

Incerteza Padrdo Combinada (uandlise) Incerteza Unidade
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Expandida (U)
(Probabilidade de =
95%)

5,536 11,07 %

A TABELA 17 demonstra que foi determinada uma incerteza
expandida de 12,58% para o ensaio de As (V), tendo como principais
fatores de contribuicdo a precisdo intermediaria (Repetibilidade +
Reprodutibilidade) (63,25%) e a curva analitica (19,38%).

TABELA 17 — Resultado da Incerteza Padrdo Combinada e Expandida — As (V) em
agua

Fontes de Componentes da Incerteza  Incerteza Padrdo  Contribuicéo
Incerteza (ui) (%)
UMRC Incerteza do Padréo 0,0149 0,1623
Comercial
Ulntermediaria Incerteza da precisao 5,8204 63,2569
Intermediaria
Uca Incerteza da Curva 1,7833 19,3813
Analitica
U Diluicgo Incerteza da Diluigéo 1,5805 17,1767
U Amostragem Incerteza padrdo combinada 0,0021 0,0228
na Amostragem
Incerteza Padrdo Combinada (uanalise) Incerteza Expandida Unidade
(V) (Probabilidade
de = 95%)
6,289 12,58 %

Na TABELA 18 observa-se que foi determinada uma incerteza
expandida de 10,47% para o ensaio de DMA, tendo como principais fatores
de contribuicho a precisdo intermediaria  (Repetibilidade +
Reprodutibilidade) (54,15%) e a curva analitica (26,59%).

TABELA 18 — Resultado da Incerteza Padrdo Combinada e Expandida — DMA em agua

Fontes de Componentes da Incerteza Contribuicéo (%)

Incerteza Incerteza Padréo (ui)

UMRC Incerteza do Padréo 0,010 0,121
Comercial

Uintermediéria Incerteza da precisao 4,481 54,156

Intermediéria
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Uca Incerteza da Curva 2,201 26,597
Analitica
U Diluicdo Incerteza da Diluicéo 1,580 19,100
U Amostragem Incerteza padréo 0,002 0,025
combinada na
Amostragem
Incerteza Padrdo Combinada (Uanalise) Incerteza Unidade

Expandida (U)
(Probabilidade
de = 95%)

5,237

10,47 %

Foi determinada uma incerteza expandida de 11,61% para o
ensaio de MMA (TABELA 19), tendo como principais fatores de

contribuicdo a precisdo intermediaria (Repetibilidade + Reprodutibilidade)

(57,98%) e a curva analitica (23,96%).

TABELA 19 — Resultado da Incerteza Padrdo Combinada e Expandida — MMA em

agua
Fontes de Componentes da Incerteza Contribuicéo (%)
Incerteza Incerteza Padréo (ui)
UMRC Incerteza do Padréo 0,025 0,281
Comercial
Ulintermediaria Incerteza da precisao 5,161 57,980
Intermediaria
Uca Incerteza da Curva 2,133 23,962
Analitica
U Diluicgo Incerteza da Diluicdo 1,580 17,754
U Amostragem Incerteza padrédo 0,002 0,024
combinada na
Amostragem
Incerteza Padrdo Combinada (Uanalise) Incerteza Unidade
Expandida (U)
(Probabilidade
de = 95%)
5,804 11,61 %

5.5 Validacdo do método de especiacao de arsénio em tecido

de peixe
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O método desenvolvido para especiacdo de As em tecido de
peixe foi submetido a validacdo metodologica seguindo as normas da NBR
ISO/IEC 17025 e documento orientativo do INMETRO DOQ-CGCRE-008
(2020). Serdo apresentados os seguintes parametros de validacdo: curva

analitica, limite de deteccdo e quantificacdo, recuperacdo e repetitividade.

5.5.1 Curva analitica

A curva analitica utilizada na determinacdo do As total foi a
mesma construida para determinacdo dos ensaios em Aagua. ASSim,
considera-se para validacdo a mesma curva apresentada para agua no item
5.4.1.

5.5.2 Limites de deteccdo e quantificacédo

A determinacdo dos limites de deteccdo (LD) e quantificacao
(LQ) foi realizada usando os mesmos procedimentos descritos para o
ensaio para agua (item 5.4.2). Optou-se aqui por apresentar os resultados
em mg I, Esses sdo os valores obtidos nas leituras do ICP-OES, ou sgja,
ndo foi realizado a conversdo em mg kg™ para utilizagdo nos célculos e
demonstracdo da validagdo do método.

A TABELA 20 apresenta os resultados obtidos para o0s
calculos de LD e LQ do As (I11) no ensaio em tecido de peixe. O limite de

deteccdo calculado foi de 0,013 e o limite de quantificagdo foi de 0,042 mg
I,

TABELA 20 — Resultados obtidos para os calculos de LD e LQ do As (111) em peixe

Concentracgao do Concentracéao Desvio L.D. (mg I} L.Q. (mgI?Y)
analito (mg I%) Padréo (S)

0,047
0,050 0,0042 0,013 0,042

0,040
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0,041
0,052
0,044
0,046
0,042

A TABELA 21 apresenta os resultados obtidos para os
calculos de LD e LQ do As (V) no ensaio em tecido de peixe. O limite de

deteccéo calculado foi de 0,013 e o limite de quantificacdo foi de 0,040 mg
L.

TABELA 21 — Resultados obtidos para os célculos de LD e LQ do As (V) em peixe

Concentracéo do Concentracdo  Desvio L.D.(mgl?) L.Q.(mgl?)
analito (mg I%) Padréo (S)

0,048
0,051
0,045
0,050 0,041 0,0040 0,013 0,040
0,051
0,045
0,042

A TABELA 22 apresenta os resultados obtidos para os
calculos de LD e LQ do DMA no ensaio em peixe. O limite de deteccédo

calculado foi de 0,012 e o limite de quantificacdo de 0,037 mg I

TABELA 22 — Resultados obtidos para os célculos de LD e LQ do DMA em peixe

Concentracédo do Concentracao Desvio L.D.(mgl?) L.Q.(mgl?)
analito (mg I%) Padrdao (S)

0,040
0,043
0,046
0,050 0,041 0,0037 0,012 0,037
0,037
0,043
0,048
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A TABELA 23 apresenta os resultados obtidos para os
calculos de LD e LQ do MMA no ensaio em peixe. O limite de deteccédo

calculado foi de 0,014 e o limite de quantificacéo foi de 0,045 mg I,

TABELA 23 — Resultados obtidos para os céalculos de LD e LQ do MMA em peixe

Concentracdo do  Concentracdo  Desvio L.D.(mgl1) L.Q.(mgl?)
analito (mg I%) Padréo (S)

0,044
0,041
0,048
0,050 0,045 0,0045 0,014 0,045
0,040
0,043
0,053

A partir desses resultados pode-se reportar um valor de limite
de quantificacdo de 0,050 mg I para cada espécie de As quantificada na
especiacdo. Como se trata de uma amostra sélida, a conversdo de unidade
foi feita seguindo o calculo da metodologia descrita no item 4.4,
Considerando um grama (1 g) de amostra utilizada e volume final do
extrato de 10 ml, pode-se reportar um LQ de 0,500 mg kg* para cada

especie de As quantificada no ensaio de especiacéo.

5.5.3 Recuperacéo e repetitividade

A TABELA 24 apresenta os resultados obtidos para o célculo
de recuperacao e repetitividade para o ensaio de As (I11) em peixe. A média

das recuperacbes observadas nos niveis baixo, médio e alto foram,
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respectivamente, 84,00%, 88,13% e 101,68%; e do desvio padréo relativo
foram 8,58%, 9,83% e 10,04%, respectivamente.

TABELA 24 — Resultados obtidos para o calculo de Recuperacdo e Repetitividade do
ensaio de As (I11) em peixe

Concentracéao Concentracao % de Repetitividade
Adicionada (mg I'Y)  Encontrada (mg ')  Recuperacéo (% RSD)

0,05 0,04 84,00 8,58

0,50 0,44 88,13 9,83

2,00 2,03 101,68 10,04

Nota: Os resultados da recuperagdo e %RSD representam a média do ensaio em
triplicata.

A TABELA 25 apresenta os resultados obtidos para o0s
calculos de recuperacéo e repetitividade para o ensaio de As (V) em peixe.
A média das recuperacfes observadas nos niveis baixo, médio e alto foram,
respectivamente, 94,00 %, 90,33 % e 97,30 % e do desvio padrdo relativo
11,85%, 9,42 % e 7,20 %, respectivamente.

TABELA 25 — Resultados obtidos para o calculo de Recuperacdo e Repetitividade do
ensaio de As (V) em peixe

Concentracao Concentracao % de Repetitividade
Adicionada (mg I) Encontrada (mg I1) Recuperacdo (% RSD)

0,05 0,05 94,00 11,85

0,50 0,45 90,33 9,42

2,00 1,95 97,30 7,20

Nota: Os resultados da recuperacdo e %RSD representam a média do ensaio em
triplicata.

Na TABELA 26 encontram-se os resultados obtidos para os
calculos de recuperacao e repetitividade para o ensaio de DMA em peixe.
A média das recuperacdes observadas nos niveis baixo, medio e alto foram,
respectivamente, 86,00%, 93,60% e 97,08% e do desvio padréo relativo
6,98%, 10,94% e 8,09%, respectivamente.

TABELA 26 — Resultados obtidos para o calculo de Recuperacdo e Repetitividade do
ensaio de DMA em peixe
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Concentracao Concentracéao % de Repetitividade
Adicionada (mg I'%) Encontrada (mg I) Recuperacdo (% RSD)

0,05 0,04 86,00 6,98

0,50 0,47 93,60 10,94

2,00 1,94 97,08 8,09

A TABELA 27 apresenta os resultados obtidos para os
calculos de recuperacéo e repetitividade para o ensaio de MMA em peixe.
A média das recuperac6es observadas nos niveis baixo, medio e alto foram,
respectivamente, 88,67%, 95,07% e 94,30% e do desvio padrdo relativo
foram 7,92%, 5,82% e 4,43%, respectivamente.

TABELA 27 — Resultados obtidos para o calculo de Recuperacdo e Repetitividade do
ensaio de MMA em peixe

Concentracao Concentracao % de Repetitividade
Adicionada (mg 1) Encontrada (mg I1) Recuperacdo (% RSD)

0,05 0,04 88,67 7,92

0,50 0,48 95,07 5,82

2,00 1,89 94,30 4,43

5.5.4 Calculo da incerteza

A TABELA 28 demonstra que foi determinada uma incerteza
expandida de 14,99% para o ensaio de As (IIl) em peixe, tendo como
principais fatores de contribuicdo a precisao intermediaria (Repetibilidade
+ Reprodutibilidade) (62,04%) e a curva analitica (23,45%).

TABELA 28 — Resultado da Incerteza Padrdo Combinada e Expandida — As (I11) em
peixe.

Fontes de Componentes da Incerteza Contribuicéo (%)

Incerteza Incerteza Padréo (ui)

UMRC Incerteza do Padrdo 0,0199 0,1802
Comercial

Ulntermediéria Incerteza da precisao 6,8532 62,0360
Intermediaria

Uca Incerteza da Curva 2,5914 23,4580

Analitica
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U Diluicgo Incerteza da Diluicéo 1,5805 14,3067
U Amostragem Incerteza padréo 0,0021 0,0190
combinada na
Amostragem
Incerteza Padrdo Combinada (Uanalise) Incerteza Unidade

Expandida (U)
(Probabilidade
de = 95%)

7,495

14,99

%

Para o0 ensaio de As (V) em peixe (TABELA 29) foi

determinada uma incerteza expandida de 14,24%, tendo como principais

fatores de contribuicdo a precisdo intermediaria (Repetibilidade +

Reprodutibilidade) (65,67%) e a curva analitica (18,72%).

TABELA 29 — Resultado da Incerteza Padrdo Combinada e Expandida — As (V) em

peixe

Fontes de Componentes da Incerteza Contribuigéo (%)

Incerteza Incerteza Padréo (ui)

UMRC Incerteza do Padréo 0,0018 0,0181
Comercial

Ulntermediéria Incerteza da precisao 6,6741 65,6792
Intermediaria

Uca Incerteza da Curva 1,9032 18,7288
Analitica

U Diluico Incerteza da Diluicéo 1,5805 15,5532

U Amostragem Incerteza padréo 0,0021 0,0207
combinada na
Amostragem

Incerteza Padrdo Combinada (Uanalise) Incerteza Unidade

Expandida (U)

(Probabilidade

de = 95%)

7,118

14,24

%

A TABELA 30 demonstra que foi determinada uma incerteza

expandida de 16,91% para o ensaio de DMA em peixe, tendo como

principais fatores de contribuicdo a precisao intermediaria (Repetibilidade

+ Reprodutibilidade) (67,52%) e a curva analitica (19,02%).
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TABELA 30 — Resultado da Incerteza Padrdo Combinada e Expandida — DMA em
peixe

Fontes de Componentes da Incerteza Incerteza Contribuicéo (%)

Incerteza Padrao (ui)

UMRC Incerteza do Padrdo 0,0100 0,0844
Comercial

Ulntermediaria Incerteza da precisao 7,9966 67,5241
Intermediaria

Uca Incerteza da Curva 2,2534 19,0280
Analitica

U Diluicgo Incerteza da Diluicéo 1,5805 13,3457

U Amostragem Incerteza padrdo combinada 0,0021 0,0177
na Amostragem

Incerteza Padrdo Combinada (Uanalise) Incerteza Unidade

Expandida (U)
(Probabilidade
de = 95%)

8,457 16,91 %

Para o ensaio de MMA em peixe foi obtida (TABELA 31)
uma incerteza expandida de 13,07%, tendo como principais fatores de
contribuicdo a precisdo intermediaria (Repetibilidade + Reprodutibilidade)
(60,31%) e a curva analitica (23,28%).

TABELA 31 — Resultado da Incerteza Padrdo Combinada e Expandida — MMA em
peixe

Fontes de Componentes da Incerteza  Incerteza Contribuicédo
Incerteza Padréo (ui) (%)
UMRC Incerteza do Padréo 0,0250 0,2550

Comercial
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ulntermediaria  Incerteza da precisao 5,9132 60,3145
Intermediaria
Uca Incerteza da Curva Analitica 2,2832 23,2882
U Diluicgo Incerteza da Diluicéo 1,5805 16,1208
U Amostragem Incerteza padréo combinada 0,0021 0,0214
na Amostragem
Incerteza Padrdo Combinada (uanélise) Incerteza Unidade

Expandida (U)
(Probabilidade
de = 95%)

6,533

13,07

%

Verifica-se que 0 ensaio para especiacdo de As em tecido de

peixe apresentou incerteza expandida superior para todas as espécies em

relacdo ao ensaio em agua. Esse resultado ja era esperado, visto que trata-se

de uma matriz mais complexa e que envolve um passo a mais no preparo

da amostra, ou seja, a extracdo das espécies do tecido de peixe.
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6. Conclusao

Considerando a crescente demanda por ensaios de especiacdo
de As devido principalmente a diferenca de toxicidade entre as espécies
quimicas e a necessidade de melhoria nas avaliagdes ambientais, o
desenvolvimento de métodos analiticos de especiacdo passou a ser
fundamental para o laborat6rio Venturo.

Os resultados demonstraram que foi possivel desenvolver um
método eficiente de especiacdo de As em agua — considerando as espécies
As (I11), As (V), MMA e DMA - empregando extracdo em fase solida e
determinacéo por ICP-OES. A eficiéncia do método estd demonstrada nas
faixas de recuperacdo apresentada, que ficaram entre 80-120% para as
quatro espécies de As avaliadas. Além disso, o volume de amostra
necessario para realizacdo do método foi baixo (10 ml), o que tornou a
extracdo rapida. Futuramente, caso necessario, o laboratorio podera testar o
aumento do volume de amostra inicial para que, simultaneamente a
separacdo das espécies, ocorra a concentracdo dos analitos, permitindo o
atingimento de limites de quantificacdo mais baixos. Por isso, 0 método
proposto € versatil.

Quatro resinas cromatograficas de troca idnica em cartuchos
SPE de fabricagdo nacional foram avaliadas, sendo duas de troca cationica
e duas de troca anibnica. Os resultados indicaram que os cartuchos Purifica
SCX e Purifica SAX apresentam seletividade e eficiéncia na separacao das
espécies de As. Além de rapido e eficiente, 0 emprego da extracdo em fase
solida é ainda mais vantajoso, visto que os cartuchos SPE utilizados séo de
fabricacao nacional, o que reduz o custo com importacdo de materiais.

Também foi possivel desenvolver um método eficiente de
extracdo das especies As (1), As (V), MMA e DMA em tecido de peixe

onde o extrato final pdde ser submetido ao mesmo método de especiacao



68

desenvolvido para agua. A eficiéncia da extracdo estd demonstrada pelas
recuperacoes obtidas que ficaram entre 80% - 120%. O volume de solvente
organico utilizado (20 ml) para extracdo de cada amostra foi considerado
satisfatorio frente a outros métodos de extracdo que utilizam volumes
maiores de solvente. Isso diminui ndo apenas 0s custos da aquisicdo de
reagentes, mas também a quantidade de residuos perigosos nocivos ao meio
ambiente, indo ao encontro aos preceitos da quimica verde.

O processo de validacdo metodoldgica demonstrou que 0s
métodos para especiacdo de As em agua e tecido de peixe estdo aptos a
serem utilizados no laboratério Venturo a partir de Auditoria do
INMETRO e inclusdo no escopo. O estudo da recuperacéo e repetitividade
demonstrou que ambos os métodos atenderam aos limites estabelecidos —
recuperacao de 80%-120% e desvio padrao relativo < 15%. Os limites de
quantificacdo (LQ) para especiacdo de As em agua e tecido de peixe foram
considerados satisfatorios para atender as demandas de mercado atuais. O
LQ para espécies de As em agua podera ser reportado em 0,050 mg It e em

tecido de peixe em 0,500 mg kg™.
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