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RESUMO

Neste trabalho foi otimizada e validada uma metodologia para a analise de
especiacdo quimica de mercurio em pescado. A técnica analitica empregada foi a
cromatografia a liquido associada a espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (LC-ICP-MS). A extracdo dos analitos foi executada utilizando solugéo de
L-cisteina hidrocloridrica monohidratada a 1% (m v) sob aquecimento (60 °C) por
2 horas. A separacdo cromatogréafica foi executada empregando coluna tipo C-18 e uma
solucdo de L-cisteina hidrocloridrica monohidratada 0,1% (m v?!) + L-cisteina
0,1% (m v't) como fase mdvel, a vazéo de 1 mL min™. Foi alcancada adequada separagao
de mercdrio inorgénico (iHg) e metilmercurio (MeHg) no tempo de 4 minutos. A exatiddo
foi avaliada através de andlise de trés materiais de referéncia certificados, para os quais
se obteve recuperacdo de 95,1% a 106%. Os limites de quantificacdo para iHg e MeHg
foram 2,08 ug kg e 8,39 ug kg2, respectivamente. O método foi aplicado para a analise
de especiacdo de mercurio em 30 amostras de pescado. O percentual médio de
metilmercurio nas amostras foi 96,2%. A eficiéncia de extracdo das espécies de Hg
variou de 84,3% a 118 %, sendo a eficiéncia de extracdo média 100%. A concentracao de
arsénio inorganico (iAs) também foi determinada nas 30 amostras. A analise foi
executada por LC-ICP-MS e a extragéo foi realizada utilizando HNO3 0,28% (mol L?)
contendo 3% (v v!) de H20, sob aquecimento a 90 °C por 1 hora. Apenas uma das
amostras apresentou teor de iAs quantificavel, na concentracio de 17,25 pg kg? na
amostra, 0 que correspondeu a uma fracdo de 0,11% do As total. Adicionalmente, as
concentragcOes totais de As, Cd, Pb e Hg foram determinadas por ICP-MS apo6s
decomposic¢é@o das amostras assistida por radiagdo micro-ondas em sistema fechado com
uso de HNO3z e H20>. Os resultados foram comparados com a legislacéo vigente, a fim
de caracterizar as amostras quanto aos contaminantes inorganicos de interesse, sob o
ponto de vista da seguranca alimentar. A concentracdo total de Hg variou entre
33,4 ug kgt e 1609 g kg, sendo que em 3 amostras foi superior ao limite maximo
estabelecido pela ANVISA (1000 pg kg?, para espécies predadoras). Foi identificada
forte correlagdo positiva entre as concentracfes de iHg e MeHg em funcdo da

concentragéo total de Hg.

Palavras-chave: especiacdo quimica de mercdrio, metilmercurio, contaminantes
inorganicos, LC-ICP-MS, validagdo de método.
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ABSTRACT

In this work, a methodology for mercury speciation analysis in fish was
optimized and validated. The analytical technique used was liquid chromatography
associated with inductively coupled plasma mass spectrometry (LC-ICP-MS). Extraction
of analytes was performed using 1% (wv?) L-cysteine hydrochloride monohydrate
solution under heating (60 °C) for 2 hours. The chromatographic separation was
performed using a C-18 column and a solution of 0.1% (w v'!) L-cysteine hydrochloride
monohydrate and 0.1% (w v!) L-cysteine as mobile phase, at a flow rate of 1 mL min™.
Suitable separation of inorganic mercury (iHg) and methylmercury (MeHg) was achieved
within 4 minutes. Accuracy was assessed by analyzing three certified reference materials,
for which recovery of 95.1% to 106% was obtained. The limits of quantification for iHg
and MeHg were 2.08 ug kgt and 8.39 ug kg, respectively. The method was applied for
mercury speciation in 30 fish samples. The average percentage of methylmercury in the
samples was 96.2%. The extraction efficiency ranged from 84.3% to 118%, with an
average extraction efficiency of 100%. The concentration of inorganic arsenic (iAs) was
also determined in the 30 samples. Analysis was performed by LC-ICP-MS and
extraction was carried out using 0.28% HNO3 (mol L) containing 3% (v v*) of H20-
under heating at 90 °C for 1 hour. Only one of the samples exhibited a quantifiable iAs
content, at a concentration of 17.25 ug kg in the sample, which corresponded to a ratio
of 0.11% of the total As. Additionally, the total concentrations of As, Cd, Pb and Hg were
determined by ICP-MS after microwave-assisted wet digestion in closed system using
HNOs and H202. The results were compared to the current legislation, in order to
characterize the samples regarding inorganic contaminants of interest, from the point of
view of food safety. The total concentration of Hg varied between 33.4 ug kg and 1609
ug kg, and in 3 samples it was higher than the maximum limit established by ANVISA
(1000 pg kg2, for predatory species). A strong positive correlation was identified between
iHg and MeHg concentrations as a function of total Hg concentration.

Keywords: chemical speciation of mercury, methylmercury, inorganic contaminants,
LC-ICP-MS, method validation.
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1 INTRODUCAO

O mercario é um elemento quimico toxico naturalmente presente no solo, ar e
agua. A OMS (Organizacdo Mundial da Sadde) classifica 0 mercdrio como uma das dez
substancias de maior preocupacgio no que se refere a satde publica.l A exposicdo ao
mercUrio pode causar sérios problemas de saude, incluindo transtornos neuroldgicos e
sintomas fisicos, sendo extremamente prejudicial aos seres humanos, especialmente nas

primeiras fases da vida (fetos e criancas em fase de desenvolvimento).?

Nos sistemas aquaticos residem as maiores preocupacfes quanto ao mercurio,
pois neste ecossistema ocorrem reacdes de conversdao de espécies menos toxicas a
metilmercurio, que possui elevada toxicidade.® Apds a conversio a metilmercurio, os
processos de bioacumulacao e biomagnificacdo sdo favorecidos, levando a existéncia de
concentracOes elevadas da substancia em peixes, principalmente em espécies de niveis
troficos superiores. A principal fonte de exposicdo humana ao mercurio € a ingestdo de
peixes e outros frutos do mar contendo mercurio, presente predominantemente em sua
forma orgénica que apresenta elevada absorc¢ao no trato gastrointestinal, o que favorece a

acumulagéo da substancia.?

Todas as espécies de mercurio apresentam algum grau de toxicidade, mas,
devido as formas de exposicado, absor¢ao e toxicidade, os efeitos a salide humana séo mais
relacionados ao metilmercudrio. Por esta razdo, a identificacdo e quantificacdo das
espécies presentes nos produtos destinados a alimentacdo é importante e se faz necessaria.
Atualmente uma das técnicas analiticas mais empregadas na andlise de especiacdo
quimica de mercdrio € a cromatografia a liquido hifenada a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS), difundida por suas vantagens como a

Otima sensibilidade, ampla faixa linear e elevada seletividade.

Apesar do consenso quanto a importancia do monitoramento da contaminacéao
de alimentos por mercurio, até 0 momento ndo existe harmonia quanto aos limites
maximos da substancia permitidos em alimentos nos diferentes paises e organizagdes
mundiais. Enquanto alguns 6rgdos reguladores estabelecem limites baseados em termos
de concentragio total de merctrio*®, outros baseiam suas regulagdes na concentragéo de

metilmercurio.® 12



No Brasil a atividade de fiscalizagdo e controle de contaminantes em alimentos
in natura (ndo industrializados), como € o caso do pescado, é executada pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) mediante o emprego de metodologias
analiticas validadas. Nesse sentido, o desenvolvimento e validacdo de métodos para
determinacdo das espécies de Hg € importante para subsidiar a atividade de fiscalizagéo
do drgdo. Os limites para mercurio em pescado vigentes atualmente no Brasil, definidos
pela ANVISA/, sdo estabelecidos em termos da concentracéo total de merctrio. O teor
maximo permitido é de 500 pg kg para peixes em geral, e 1000 pg kg™ para peixes de
espécies predadoras. Ainda assim, o estudo regular da distribuicdo das espécies de
mercario em pescado é importante, pois pode subsidiar a adocdo de regulamentacdes
apropriadas, bem como fornecer embasamento a estudos visando o entendimento dos

niveis de consumo seguro de pescado pela populacao.



2 OBJETIVOS

O presente trabalho visa otimizar e validar um método analitico para a anélise

de especiacdo quimica de mercurio em pescado, empregando a cromatografia a liquido

associada a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS).

Os objetivos especificos do trabalho séo:

1.

Otimizar e validar uma metodologia para a anélise de especia¢do quimica de
mercurio em pescado, seguindo os requisitos descritos no Manual de
Garantia da Qualidade Analitica para a area de Residuos e Contaminantes
em Alimentos do MAPA,*® bem como a Orientacdo sobre Validagio de
Procedimentos Analiticos, do INMETRO, a fim de que o método possa ser
empregado no LFDA-RS.

Utilizando o método validado, realizar a analise de especiacdo quimica de
mercirio em amostras de pescado, determinando a concentracdo de
metilmercirio e mercdrio inorganico, e comparar 0s resultados com a
legislacéo internacional aplicavel (Codex Alimentarius,® Estados Unidos,°
China'! e Jap&o'?).

Determinar a concentracdo total de Hg nas amostras de pescado e comparar
os resultados com os limites estabelecidos pela ANVISA na Instrugédo
Normativa (IN) n° 160/2022."

Investigar a existéncia de correlacdo entre as concentracdes das diferentes
espécies de mercurio e da sua concentracgdo total.

Realizar a quantificacdo dos contaminantes As, Cd e Pb e comparar 0s
resultados com os limites estabelecidos pela ANVISA.’

Realizar a analise de especiacao quimica de arsénio nas amostras de pescado
e comparar a concentracdo encontrada com a recomendada pela legislacdo

internacional aplicavel (China,'! Australia e Nova Zelandia®® ).



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mercurio

O mercurio € um elemento constituinte natural da crosta terrestre. Ele existe em
trés estados de oxidagdo: mercirio elementar metalico Hg (0), Hg (1) e Hg (11). A
temperatura ambiente o mercurio elementar é um liquido prateado com alta pressdo de
vapor, logo raramente é encontrado neste estado, pois o liquido € rapidamente evaporado
para a atmosfera. Na crosta terrestre ele esta presente principalmente na forma de sulfeto

de mercurio I, o mineral cinabrio, ou na forma de sais ou 6xidos.®

A liberagdo natural para a atmosfera ocorre principalmente através de erupcdes
vulcanicas, incéndios florestais e erosao de rochas e solos contendo o mineral. Entretanto,
as principais fontes de mercurio na atmosfera sdo antropogénicas, e incluem a combustéo
de carvéo e outros combustiveis fosseis, a mineracdo e beneficiamento de minérios, a

producéo de cimento, incineragdo de residuos solidos e cremagio.®

O mercurio ainda tem aplicacdo permitida em preenchimentos dentérios, na
forma de améalgama encapsulada para uso odontol6gico, mas o uso de mercurio metalico
para esta finalidade foi proibido em 2019.1” No mesmo ano, o uso de termdmetros e
esfigmomandmetros com coluna de mercdrio também foi proibido nos servigcos de
satide.*® O mercdrio ¢ ainda utilizado na producéo de cloro e soda, embora o uso de células
contendo o metal esteja em declinio. Esta tecnologia produtiva correspondia a 14% da
producéo brasileira, segundo dados de 2018,° ou 2,1% da produgdo mundial, conforme
dados de 2021.2° A Convencdo de Minamata intenta a eliminaco do uso da tecnologia
de células de mercurio para fabricaco de cloro e soda até 2025.2* O metal também é

usado em produtos como baterias, pilhas, lampadas, e equipamentos eletrénicos.

Os sais de mercurio, contendo o elemento na forma inorganica, séo empregados
em cosméticos, desinfetantes, equipamentos elétricos e insumos para fotografia. Ja
formas orgéanicas como o etilmercdrio e timerosal sdo empregadas em vacinas como
fungicida e bactericida, e compostos contendo fenilmercurio sdo utilizados em tintas
como agente antifungico. A fabricacdo de pesticidas e fungicidas contendo mercurio foi
proibida em importantes paises fabricantes de defensivos agricolas. Da mesma forma, o
uso destes produtos no controle de pragas agricolas € banido nos paises em que a
agricultura representa atividade econdémica importante, como Brasil, Estados Unidos e

india.?2



O mercurio € utilizado na mineragdo de ouro em operagdes de pequena escala,
que constitui a maior fonte antropogénica do contaminante no meio ambiente,
correspondendo a 37,7% das emissdes globais. A incineracdo de carvao contribui com
outros 21,3% das emissdes, a producao de cimento é responsavel por 10,5% e a mineragédo

e beneficiamento de minérios somam mais 10,3%.%3

O uso de mercurio e seus compostos vem sendo reduzido e muitas aplicacfes
vém sendo substituidas ou drasticamente reduzidas.?#?® Embora o merclrio esteja
naturalmente presente no meio ambiente, estima-se que as atividades humanas
aumentaram a quantidade de mercurio mobilizado na terra, na atmosfera e no oceano por

um fator de trés a cinco.?®
3.2 Doenga de Minamata

A doenca causada pela contaminacgdo por mercdrio foi denominada doenca de
Minamata, ap6s o desastre ocorrido na década de 1950 na cidade de Minamata, no Japao.
Nesta cidade localizava-se uma fabricante de produtos quimicos chamada Chisso
Fertilizes que empregava um catalisador contendo mercdrio inorganico em um de seus
processos, gerando metilmercurio como subproduto da fabricacdo de acetaldeido. Os
residuos da producdo foram despejados na baia de Minamata por mais de 30 anos (de
1932 a 1968).

Peixes e outros frutos do mar foram contaminados com metilmercurio, e, como
eram alimentos para a populacdo local, muitas pessoas foram intoxicadas.??® Os
primeiros indicios da contaminacdo surgiram no inicio dos anos 1950, quando foi
observada alta mortandade de ostras e peixes e a deficiéncia de crescimento de algas.?® A
primeira hospitalizacdo ocorreu em maio de 1956, e até o final daquele ano 17 mortes

foram registradas.?

A contaminacdo prosseguiu até 1968, quando a producdo de acetaldeido foi
encerrada, apds uma extensa investigacdo que desvendou que o metilmercdrio era a causa
da doenca.?®3 Estima-se que 488 toneladas de mercurio tenham sido despejadas na baia
de Minamata.?’ Iniciativas para restringir a pesca na area atingida, e posteriormente para
descontaminar a baia, foram adotadas pelo governo, que também estipulou critérios para
compensagao das vitimas.3! Oficialmente 2271 vitimas foram reconhecidas, mas milhares
de pessoas que apresentaram 0s sintomas caracteristicos da doenca ndo foram

relacionadas como vitimas diretas do acidente ambiental.%?



3.3 Outros casos envolvendo contaminacao por compostos de mercurio

Embora a doenca causada pela intoxicacdo por mercurio tenha ganhado o nome
de doenca de Minamata, registros anteriores aos acontecimentos no Japéo indicam que
casos de intoxicacdo por mercurio ja haviam ocorrido no passado. Entre os séculos 17 e
19 o nitrato de mercurio era empregado na fabricacdo de chapéus. As més condicGes
ocupacionais dos trabalhadores, que desenvolviam este trabalho em ambientes com pouca
ou nenhuma ventilacdo, levavam a exposicédo a altas quantidades de mercdrio na forma
de vapor. Muitos dos trabalhadores envolvidos na fabricacdo de chapéus desenvolveram
o0s sintomas neuroldgicos da doenca, e surgiu a expressao “chapeleiro maluco”, ou “louco

como um chapeleiro”.*

Os primeiros registros de dbitos ocorridos em consequéncia da intoxicagdo
ocorreram na Inglaterra em 1863, quando dois quimicos que trabalharam com
metilmercdrio morreram em decorréncia da intoxicacdo. O caso foi esclarecido como
intoxicacdo por metilmercurio somente em 1940, e a condi¢do foi denominada como

sindrome de Hunter-Russel .3

Na década de 1940 outros casos foram registrados, quando compostos contendo
metilmercdrio eram empregados no tratamento de sementes, de madeira e de celulose
como antifangico. Trabalhadores das industrias de fabricantes de metilmercurio, bem
como funcionéarios de empresas de beneficiamento de graos tratados e de serrarias foram
vitimados.®® Na década de 70, casos de contaminagio ocorreram no Iraque, Guatemala,
Gana, Paquistdo e Estados Unidos. O uso de grdos tratados com metilmercurio, que
deveriam ser destinados apenas ao plantio, na fabricacdo de paes e na alimentacdo de
animais causou intoxicagdes, sobretudo em areas rurais. O caso mais grave ocorreu no
Iraque, em que pelo menos 459 pessoas morreram e mais de 6900 hospitaliza¢es foram

registradas.36-38

Outra substancia organomercurial que merece destaque € o timerosal, ou
tiosalicilato de etilmercario sédico. Este € um composto organometalico contendo
mercurio patenteado em 1932 e comercializado sob o nome de Merthiolate.***° Devido a
excelente caracteristica antifingica e bactericida, o timerosal foi amplamente empregado
como conservante em cosméticos, medicamentos, vacinas e outros produtos
farmacéuticos. Apos registros de alergias e intoxicacdes pelo uso do medicamento, o

organometalico foi retirado da formulagio da maioria destes produtos.***> No entanto, o



uso como preservativo em vacinas multidose ainda é permitido e motivou a realizagao de
estudos buscando avaliar a seguranca do uso desta substancia. Os resultados divergem
quanto a seguranca da utilizacdo do timerosal, de forma que ndo ha consenso
formado.*%434> No Brasil atualmente a ANVISA proibe 0 uso de derivados mercuriais
em medicamentos, mas o uso é permitido em vacinas.*® Também ha permissio para uso
do timerosal e de fenilmerctrio em maquiagens e demaquilantes.*” Nos Estados Unidos
0 produto ainda é utilizado por alguns laboratorios que produzem vacinas em recipientes
multidose.*® Apos a publicacdo da resolucdo limitando a utilizagio do timerosal, a
composic¢do do antisseptico Merthiolate foi alterada, de forma que o produto ndo contém

mais a substancia em sua formulacéo.
3.4 Sintomas da contaminac¢do por mercurio e seus compostos

A intoxicacdo por mercurio pode ser dificil de diagnosticar devido ao seu inicio
insidioso e ao fato de que muitas vezes os sintomas iniciam em algum lapso de tempo
apos a contaminacdo. Geralmente os primeiros sintomas da doenca incluem o
comprometimento da fala, da audicdo e do sistema visual, causando efeito de visdo de
tinel e perda da visdo periférica. Observam-se também dificuldades motoras, de
coordenacdo, de orientacdo e equilibrio, bem como tremores, amortecimento das

extremidades (maos e pés).?

Entre os transtornos fisicos e neuroldgicos causados pela exposi¢do ao mercdrio
estdo insbnia, perda de memoria, timidez, alteracBes repentinas de humor, depressao,
transpiracdo descontrolada, cefaleia, sensibilidade a luz e instabilidade emocional.
Anorexia, perda de peso, fadiga, fraqueza muscular também sdo observadas. O mercurio
afeta os rins, causando a perda ou insuficiéncia da funcdo renal, e os pulmdes causando
perda da capacidade respiratoria e embolia — especialmente quando ocorre intoxicacao
por inalacdo. Podem também ocorrer danos a pele, perda de cabelo e aparecimento de

erupgdes cutaneas.?

O metilmercdrio é classificado como possivelmente carcinogénico (grupo 2B).%°
Além disso, compostos de mercurio séo teratogénicos, especialmente as formas organicas
de mercurio, pois estas moléculas possuem grande capacidade de atravessar membranas
hematoencefalicas e a placenta. Mulheres gravidas podem sofrer aborto espontaneo e

podem ocorrer danos cerebrais ao feto, como retardo, cegueira, problemas de fala, surdez,



convulsoes, paralisia e ma formagdo. Em casos extremos a intoxicacdo por mercurio

causa paralisia, coma e morte.>
3.5 Mercurio no meio ambiente

A partir da década de 70, o grande numero de incidentes envolvendo a
contaminacao por metilmercdrio levou a reducdo do uso industrial desta substancia.®” No
entanto, estudos mostravam que havia presenca de metilmercurio em peixes coletados em
aguas de regides onde ndo havia registro de emprego da substancia, mas apenas fontes de
mercurio inorganico estavam conhecidamente presentes. Estudos foram realizados a fim
de elucidar os mecanismos de transporte e migracdo de mercario no ambiente, e
descobriu-se entdo a capacidade de certos organismos aquaticos de metilar o mercurio

inorganico, produzindo formas mono e dimetiladas.*

O ciclo biogeoquimico do mercurio envolve a mobilizacdo do mercdrio para a
atmosfera, predominantemente em sua forma elementar, através de processos naturais e
antropogénicos. O mercurio elementar metalico gasoso corresponde a cerca de 95% do
mercurio total presente na atmosfera. As outras formas encontradas sdo: mercurio
organico, presente na proporcao de cerca de 3% do mercdrio total; mercurio inorganico
Hg (I1), que corresponde a aproximadamente 1% do mercdrio total; e o mercurio ligado
amaterial particulado, que corresponde a em torno de 1%.%! Devido a elevada estabilidade
do mercurio elementar metalico, ele pode se deslocar por longas distancias e se manter
na atmosfera por longos periodos de tempo, de até 2 anos.>? Esta caracteristica é crucial
pois favorece a mobilidade do mercurio, fazendo com que ele seja encontrado em
ambientes afastados das fontes de contamina¢do. Uma vez na atmosfera, 0 mercurio
elementar pode se depositar no solo ou na agua, mas por ser volatil, estima-se que de 5 a
60% do metal tende a se volatilizar novamente.?®5! Na atmosfera podem ocorrer reacdes
de oxidacdo que convertem o Hg (0) a Hg (Il). Tais mecanismos ainda nao estdo
completamente desvendados, mas entre os possiveis mediadores desta reacéo de oxidacao
estdo o 0zOnio*, radicais hidroxila® e em especial o bromo, em uma reacio

possivelmente foto-catalisada.>®

A maior parte do mercurio na superficie terrestre e aquatica é depositada como
Hg (11), oriundo da atmosfera.® A porcio depositada em terra tende a se associar a
vegetacdo e ao proprio solo, onde se liga fortemente aos compostos contendo enxofre.>®

A forte ligacéo entre mercdrio e enxofre pode ser explicada pela teoria de acidos e bases



de Pearson. Enxofre é considerado uma base mole, e 0 mercurio é um acido mole, o que
torna a ligagdo quimica entre enxofre e mercirio bastante efetiva.>” Outra reagio possivel
é a reducdo do Hg (I1) a Hg (0) e posterior volatilizacdo. Parametros como temperatura,
incidéncia de radiacdo solar e umidade do solo interferem no processo de reducédo e
volatilizagdo do mercurio. O mercurio também pode ser liberado para a atmosfera através

da queima da matéria organica a qual esta ligado.?®

Nos sistemas aquaticos Hg (1) e Hg (0) podem se converter a metilmercurio, a
espécie quimica que mais contribui para a exposi¢cdo humana através da ingestdo de
peixes e frutos do mar contaminados.® Uma fragdo do mercUrio depositado é convertido
a metilmercdrio através da reacdo de metilacdo. Esta reacdo pode ocorrer através de dois

mecanismos: o0 quimico e o biolégico.
3.5.1 Metilacdo quimica ou abiotica

A metilagdo quimica, também chamada abiotica, pode ocorrer por diversas rotas
na presenca de compostos doadores de metila apropriados. Ha trés vias principais: a
reacdo com os acidos fulvico e himico; a reacdo de transmetilacdo; e na presenca de

outros compostos organicos doadores do grupo metila.

Substéncias humicas: os acidos fulvico e himico estdo presentes na matéria

organica do solo e em sedimentos aquaticos. Tais substancias sdo capazes de metilar o
mercurio inorganico em auséncia de luz e bactérias. A reacdo é dependente da
temperatura — ocorre na faixa de 4 °C a 70 °C, e quanto maior a temperatura, maior a
metilacdo; do pH — a metilacdo é observada entre pH 2 e 14; e das concentracGes de
mercurio inorganico e acidos fulvico e humico — quanto maiores suas concentra¢es no

meio, maior a producdo de metilmercario.>®

Reacdo de transalquilacdo com compostos organometélicos: reagdes de
transmetilacdo entre mercurio e compostos organometalicos metilados, em especial
compostos de estanho e chumbo, podem produzir metilmercdrio a partir de mercdrio
inorganico — Hg (I1). Esta reagdo é favorecida em ambientes poluidos, como corpos
hidricos em que ha lancamento de efluentes contendo Hg (Il) e presenca das espécies

organometalicas de trimetilchumbo, e mono-, di-, tri- e tetrametilestanho.%

Reacdo ndo enzimatica com a metilcobalamina: a metilcobalamina, uma

coenzima derivada da vitamina B 12 (cobalamina), € um composto organometalico que



contém uma metila ligada a um &tomo central de cobalto. Ela é produzida por micro-
organismos e pode ser encontrada em sedimentos. Em solugédo aquosa, e na auséncia de
bactérias, foi observada a transferéncia da metila da metilcobalamina para ions Hg (1)

produzindo metilmerctrio.®%-2

Dentre os trés mecanismos, provavelmente o que mais contribui para produgéo
abiotica de metilmercurio é o primeiro, pois matéria himica é abundante no ambiente

aquatico em concentragdes razoavelmente altas.?
3.5.2 Metilacdo bioldgica

O processo de metilagdo do mercurio inorgénico por organismos vivos foi
demonstrado pela primeira vez no final dos anos 1960.° Atualmente é aceito que as
bactérias redutoras de sulfato sdo importantes metiladoras de mercurio, mas nao sao 0s
Gnicos organismos a produzir o metilmercdrio a partir de Hg (11).5%%* Bactérias redutoras
de ferro, metanogénicas, fermentativas e fungos também so organismos metiladores.> A
metilacdo ocorre em condi¢cdes aerdbias e anaerObias, mas predomina em sistemas

anaerdbios.®>%

A biometilagdo de mercurio ocorre em agua, sedimentos, solos, perifiton (algas
e outros micro-organismos que crescem na superficie de corpos hidricos), liteira (ou
serapilheira, a camada formada por restos de plantas e material organico no solo ou na
agua), areas pantanosas, areas cobertas de neve, e possivelmente em varios outros
ambientes.? A sintese bi6tica de metilmercdrio é um processo complexo, afetado por uma
ampla variedade de fatores, como espécies microbianas, espécies e concentracdo de
mercurio, presenca de compostos de ferro e enxofre, matéria organica dissolvida,
salinidade, potencial redox, pH, temperatura, umidade, e propriedades do solo.5”-6°
Regides pantanosas, terrenos alagados e lagos contendo grandes quantidades de

sedimentos favorecem a reagéo.”®"*

O Hg () entra na célula microbiana através de difusdo passiva (sem gasto
energético, somente por gradiente de concentracdo), difusdo facilitada (com auxilio de
proteinas transmembrana, e na presenca de gradiente de concentragdo) e também por
transporte ativo (transporte através da membrana com consumo energético).”? Duas
enzimas (HgcA e HgcB) catalisam a reacdo de metilacdo. Um importante estudo
demonstrou que existe uma base genética para capacidade de metilagido de mercurio.”

Foram identificados dois genes em comum em seis bactérias com capacidade de
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metilagdo do mercurio. A remoc¢do de um ou de ambos os genes levou & interrupcao da
habilidade das bactérias em metilar mercurio. Estes genes estavam presentes em todas as
bactérias metiladoras de mercurio cujo genoma estava sequenciado até momento em que
o0 estudo foi publicado, sugerindo um mecanismo em comum para todos 0s micro-

organismos.”

A importancia ambiental relativa dos processos abioticos e bioldgicos é dificil
de mensurar devido a complexidade dos sistemas ambientais e ao grande nimero de
fatores que afeta a producdo de metilmercirio por ambos 0s processos.”* Entretanto,
estudos indicam que a metilacdo bioldgica possui papel mais importante em condi¢des

naturais.®"®
3.5.3 Desmetilacéo

Assim como a metilacdo, o processo de desmetilacdo € possivel através de

mecanismos quimicos e bioldgicos.®*

A degradacdo abidtica do metilmercurio ocorre através da fotodegradacao
mediada pela agdo da luz ultravioleta.”® A composicdo do meio influencia a velocidade
da reacdo: o pH, a presenca de matéria organica, nitratos, cloretos e ligantes organicos
contendo enxofre afetam a taxa de fotodegradagdo.””"®

O processo de desmetilagdo bioldgico desenvolveu-se em micro-organismos
presentes em locais contaminados, sendo que as primeiras espécies a apresentar tal
capacidade surgiram em ambientes geotérmicos expostos a fontes naturais de mercurio.&
Micro-organismos residentes em locais com altas concentragdes de mercurio
desenvolveram mecanismos de defesa e resisténcia a toxicidade do Hg (1), que prejudica
o funcionamento das células ligando-se aos grupos sulfidrila das proteinas,
desestabilizando a estrutura proteica e prejudicando a atividade enzimatica. O sistema de
defesa e resisténcia é formado por enzimas capazes de converter e transportar as espécies

de mercrio, produzindo espécies com diferente mobilidade e solubilidade.8%#2
3.6 Exposi¢do humana ao Hg

De acordo com a OMS, a exposi¢do humana ao mercurio ocorre principalmente
por exposicdo ao mercurio emitido em processos industriais e atraves do consumo de
peixes, moluscos e crustaceos contaminados.! No primeiro caso, trata-se principalmente

de mercurio elementar e inorganico, aos quais a exposicao por inalagdo é a mais comum,
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e em que cerca de 80% do mercurio inalado é absorvido pelo organismo. Quando ha
ingestdo de frutos do mar contaminados, nos quais predomina a presenca de espéecies

organicas de mercurio, a absorgdo no trato gastrointestinal chega a 95%.2

Os seres humanos e a vida selvagem sdo expostos ao metilmercurio a medida
que este se bioacumula na cadeia alimentar.2® O processo de bioacumulagdo envolve o
acumulo de determinada substincia absorvida por organismos vivos em seus tecidos.®*
Este processo pode ocorrer diretamente através da assimilacdo da substancia a partir do
meio ambiente, ou de forma indireta através da ingestdo de alimentos em que a substancia
esta presente.®>8® Assim, os organismos apresentam a substancia absorvida em

concentragdo superior a concentracdo ambiental.

A biomagnificagdo, ou magnificagdo trdfica, é a transferéncia de substancias
presentes em alimentos para um organismo no qual serdo encontradas concentracdes mais
altas em comparacdo com a concentracdo da fonte. Pode ser definida como um aumento
progressivo na concentracdo de uma substancia em organismos em niveis troficos
sucessivos em uma cadeia alimentar. A longevidade e o tamanho do organismo estudado
séo exemplos de fatores que provocam o aumento da concentragdo de contaminantes em
niveis tréficos superiores, assim predadores tém maiores concentracbes dessas

substancias que suas presas.®®

Na natureza os dois processos ocorrem concomitantemente. A concentragédo de
mercurio idnico em agua frequentemente é muito baixa, ao nivel de ng L™, sendo o
metilmercurio apenas cerca de 1% deste teor. Em contrapartida, as espécies predadoras
de peixes chegam a acumular ao nivel de mg kg™ de mercrio, sendo a maioria na forma

de metilmercario.®’
3.7 LegislacOes

As maiores preocupac¢des quanto a exposi¢do ao mercurio estdo relacionadas a
ingestdo de peixes e outros frutos do mar contaminados.! Estudos vém mostrando também
uma crescente preocupacao com a contaminagdo por mercdrio em arroz, principalmente
decorrente do cultivo em areas contaminadas.®®°' Atualmente nio ha consenso nas
regulagdes internacionais a respeito dos limites maximos de mercario em alimentos. Na
Tabela 1 s&o mostrados os niveis adotados por paises e organizagdes importantes ao redor

do mundo e no Brasil.

12



Tabela 1. Limites maximos para mercurio em alimentos adotados por paises e

organizacOes. Abreviac6es: tHg — mercurio total; MeHg — metilmercdrio.

. Limite
Pais / . (o
Organizagao Alimento maX|m_o
(mg kg™)
Brasil ’ Peixes (exceto predadores), moluscos cefalépodes, 0,50 tHg
moluscos bivalves, crustaceos
Peixes predadores 1,0 tHg
Codex Atum 1,2 MeHg
Alimentarius ®  Alfonsino 1,5 MeHg
Marlin 1,7 MeHg
Cacéo 1,6 MeHg
Agua 0,001 tHg
Sal 0,1 tHg
Estados Peixes, mariscos, crusticeos e outros animais
iqne 10 " 1,0 MeHg
Unidos aquaticos
Unido Produtos da pesca e parte comestivel do peixe, com
Europeia ° excepcao das espécies referidas. Os teores maximos 0,50 tHg
aplicam-se aos crustaceos, com excecao da carne ’
escura do caranguejo e da carne da cabeca e do torax
da lagosta e de grandes crustaceos similares
Parte comestivel dos seguintes peixes: tamboril, peixe-
lobo riscado, bonito, enguia, ronquinhas, olho-de-
vidro, olho-de-vidro laranja, lagartixa-da-rocha,
alabote-do-atlantico, espadins, areeiros, salmonetes, 1,0 tHg
licio, palmeta, fanecdo, carocho, raia, peixe-vermelho, ™
veleiro-do-atlantico, peixe-espada, bicas e gorazes,
tubardes (todas as espécies), escolares, esturjao,
espadarte, atum
Suplementos alimentares 0,10 tHg
Canada ® Todos os peixes comestiveis de varejo, exceto 0s
: . 0,5 tHg
listados abaixo
Escolar, orange rough, marlin, atum, tubaréo e 1,0 tHg
espadarte
China 1 Animais aquaticos e seus produtos (com excecdo de 0.5 MeHg
peixes carnivoros e seus produtos) '
Peixes carnivoros e seus produtos 1 MeHg
Graos e derivados (arroz, milho, trigo) 0,02 tHg
Vegetais frescos 0,01 tHg
Japao 1 Peixes e mariscos, exceto atum, espadim, bonito e 0,4 tHg
peixes de rios de aguas interiores 0,3 MeHg
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Por sua elevada toxicidade e capacidade de acumulagdo, a determinacdo de
metilmercurio é mais adequada ao monitoramento da qualidade dos alimentos. Por outro
lado, a determinacgédo de mercurio total € mais simples e em geral envolve menores custos
de andlise. Estima-se que 80 a 100% do mercurio presente em peixes estd na forma
organica, enquanto em outros frutos do mar este percentual varie em cerca de 50 a 80%.%
Desta forma, regulagdes que estabelecem limites em termos de mercurio total podem
superestimar o nivel efetivo de contaminacéo, pois considera-se que todo o mercurio esta
presente na forma quimica mais tdxica. Com isso, pode ocorrer o descarte de alimentos
que poderiam ser considerados proprios para consumo, caso fossem considerados 0s
limites para metilmercurio, uma vez que apenas uma fracdo do mercurio esta presente

nesta forma quimica.
3.8 Analise de especiacdo quimica de mercurio

A analise de especiagdo quimica é definida pela IUPAC®® como sendo as
atividades analiticas de identificacdo e/ou medicdo das quantidades de uma ou mais
espécies quimicas individuais em uma amostra. A espécie quimica, por sua vez, € definida
como a forma especifica de um elemento quanto a composicdo isotopica, estado

eletronico ou de oxidacgdo e/ou estrutura complexa ou molecular.

A andlise de especiagdo quimica tem fundamental importancia, pois
frequentemente a informacdo quanto a concentracao total do elemento pode ser pouco Util
na avaliacdo da implicacdo da presenca do elemento, principalmente quando as formas
quimicas apresentam toxicidades muito diferentes, como é o exemplo de mercurio,
estanho, cromo, arsénio e outros.®” A mobilidade, biodisponibilidade, ecotoxicidade,
efeitos fisioldgicos e toxicologicos sdo dependentes da forma quimica do elemento,
portanto apenas 0 conhecimento da distribuicdo das espécies quimicas de um dado

elemento no material em estudo permite avaliar os efeitos da sua presenca.®®
3.8.1 Extracdo das espécies quimicas

Em todas as etapas envolvendo a analise de especiacdo quimica devem ser
adotados cuidados visando conservar as espécies quimicas na forma como elas se
apresentam na amostra. A presenca de uma matriz complexa, no caso de amostras
bioldgicas, requer um procedimento de preparo de amostras capaz de remover ou
minimizar a quantidade de interferentes, sem perdas do analito, contaminagdo ou

conversdo entre espécies.®* Os métodos para preparo de amostras na analise de especiagio
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quimica usualmente empregam condic¢des brandas de extracdo dos analitos para evitar a
conversdo entre as espécies. Assim, na maioria dos casos as amostras permanecem nao
decompostas ao final do processo de extracdo, ao contrario do que se requer na
determinacdo da concentracdo total de um elemento, em que usualmente ocorre a

decomposi¢do completa da matriz e liberagdo dos elementos quimicos para a solugio.®®

Diversos métodos de extracdo podem ser utilizados na analise de especiacao de
mercurio. Os mais comuns utilizam de acido cloridrico diluido, empregando algumas
vezes reagentes auxiliares como NaCl e também radiacdo micro-ondas e ultrassom. %%
As misturas de écido cloridrico e compostos contendo enxofre, como a L-cisteina,100-19
mercaptoetanol®®1%” e tiossulfato% também sdo estudadas e extracdes quantitativas, bem
como resultados concordantes com os valores certificados para MRC (Material de

Referéncia Certificado) séo obtidos mediante a sua utilizacao.

Extracdo alcalina pode também ser utilizada. Para determinacdo de
metilmercdrio em arroz foi empregada uma mistura de hidroxido de potassio e
metanol 8819 para amostras bioldgicas a extragdo com hidroxido de tetrametilamonio em
concentragfes de 5 a 30% permitiu a separacdo das espécies sem interconversdo dos
analitos e com resultados adequados em andlises de MRC.11%11! A extracdo enzimatica

também pode ser empregada na determinacgdo de metilmerctrio em pescado.'?113
3.8.2 Determinacéo por LC-ICP-MS

Técnicas cromatograficas hifenadas na separagdo das espécies, especialmente a
cromatografia a liquido (LC) seguida pela determinacdo por espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), sdo as mais empregadas em analises de
especiacdo quimica de mercurio. A LC tem a vantagem de ser compativel com diversas
técnicas analiticas, como ICP-MS, CV-AAS (espectrometria de absor¢cdo atbmica com
vapor frio), CV-AFS (espectroscopia de fluorescéncia atbmica com vapor frio), DAD
(detector de arranjo de diodos), AES (espectrometria de emissdo atémica) e UV
(ultravioleta). Além disso, a etapa de derivatizacdo é desnecessaria na LC, ao contrario

da separagdo por GC (cromatografia a gas).!**

Colunas de fase reversa tipo C18%104107.112115116 o CglI7-118 o35 as mais
empregadas para analise de especiacdo de mercurio. Como fase movel é comum o
emprego de compostos contendo enxofre como L-cisteina e 2-mercaptoetanol quando a
técnica de deteccio é ICP-MS. 11
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3.9 Otimizagéo e validacdo do método

Desenvolvimento e otimizacdo de um método analitico sdo etapas que precedem
a sua validacdo. Nestas etapas, geralmente partindo-se de um metodo existente utilizado
para analitos e matrizes similares, sdo avaliados os efeitos dos fatores experimentais que
podem afetar o resultado analitico. O objetivo desta etapa é estabelecer condic¢Bes
experimentais que otimizem a rotina analitica e conduzam a um resultado adequado ao

uso pretendido.™

A validacdo de um metodo € a verificacdo de uma série de requisitos para
determinados parametros, a fim de assegurar que o método proposto produz resultados
confiaveis e é adequado ao uso pretendido.t3120121 Os parametros avaliados no presente
estudo serdo: seletividade/efeito de matriz, linearidade, limite de deteccéo, limite de
quantificacdo, precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria/reprodutibilidade),

exatidao / recuperacao, robustez e incerteza de medicao.
3.9.1 Seletividade e efeito de matriz

Seletividade é definida pelo INMETRO no Vocabulario Internacional de
Metrologia (VIM)*2! como a propriedade de um sistema de medicéo, utilizado com um
procedimento de medicao especificado, segundo a qual o sistema fornece valores medidos
para um ou varios mensurandos, tais que os valores de cada mensurando sejam
independentes uns dos outros ou de outras grandezas associadas ao fenbmeno, corpo ou
substancia em estudo. Seletividade é, portanto, a capacidade do método em determinar a

substancia a analisar entre outras substancias presentes na amostra.®
3.9.2 Linearidade

O Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA?'® define linearidade
como a capacidade do método analitico de demonstrar que os resultados obtidos como
resposta instrumental sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na

amostra, dentro de um intervalo especificado.
3.9.3 Limite de Detecgéo (LD) e Limite de Quantificacédo (LQ)

Limite de deteccdo € a menor concentracdo do analito que pode ser detectada
pelo método, mas ndo necessariamente quantificada. O LD sera calculado de acordo com

a Equacdo 1, conforme a orientacdo sobre validacdo de procedimentos analiticos, do
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INMETRO.* O LD deve ser inferior a 1/10 do TMC (Teor Maximo de Contaminante),
de acordo com 0 MAPA.*

O limite de quantificacdo € a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com certeza estatistica razoavel (95% de confianga), apresentando um nivel
aceitavel de precisdo e exatiddo. Segundo o Manual de Garantia de Qualidade Analitica
do MAPA, o LQ deve ser inferior a 1/5 do TMC, e a sua concentracdo deve estar
contemplada na curva de calibragdo. O LQ sera calculado de acordo com a Equagéo 2.%*
Este limite, ap6s determinado, deve ser confirmado com amostras independentes, para
averiguar se a exatiddo e a precisao alcancadas sao satisfatorias.

LD = 3,3 x % (Equacéo 1)
LQ =10 x% (Equagio 2)
Onde:

s é 0 desvio-padréo da intensidade do sinal analitico correspondente ao branco
(n>6); se este ndo gerar sinal, deve-se utilizar o sinal do menor nivel de concentracéo da

curva de calibracdo;
b é o coeficiente angular da equacédo de regressdo linear;
3.9.4 Precisao

A precisdo é a dispersdo de resultados obtidos entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrbes, em condicGes
definidas.’® Também é o grau de concordancia entre indicagdes ou valores medidos,
obtidos por medi¢es repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares, sob condigdes
especificadas.'?* A precisdo sera avaliada através da repetitividade e da reprodutibilidade

intralaboratorial (ou precisao intermediaria).

Repetitividade € a precisdo intracorrida, ou seja, € o grau de concordancia entre
os resultados de medicdes sucessivas, efetuadas sob as mesmas condigdes de medicao —
mesmo método, com material de ensaio idéntico, no mesmo laboratorio, pelo mesmo

analista, utilizando o mesmo equipamento em um curto espaco de tempo.*®

Reprodutibilidade, também denominada precisdo intermediaria, refere-se a

precisdo de medic¢do sob um conjunto de condicdes de reprodutibilidade. As condicGes
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de reprodutibilidade sédo aquelas em que os fatores que podem alterar o resultado da
medicao sdo variados na maior extensao possivel que se pode ter na rotina. As medicdes
sdo feitas em dias diferentes, em intervalo de tempo abrangente, com analistas diferentes,

lotes diferentes de reagentes, entre outros.*®
3.9.5 Exatidao / Recuperagao

A exatiddo € o grau de concordancia entre um valor medido e o valor tido como
verdadeiro de um mensurando. A veracidade é definida como o grau de concordancia
entre a média de um numero infinito de valores medidos repetidos e um valor de
referéncia.’®® Na pratica, ¢ o grau de concordancia entre a média de um ndmero
suficientemente grande de resultados de um ensaio e o valor de referéncia aceito como

verdadeiro.1®

A exatiddo é determinada através de ensaios de recuperacdo do analito. Para tal,
podem ser utilizados MRCs ou matriz fortificada da amostra, ou ambos. Neste trabalho
serdo utilizados os dados obtidos nos ensaios de precisao (matriz fortificada), calculando

a recuperacdo média, e também MRCs.
3.9.6 Robustez

A robustez de um método analitico é a capacidade do método em néo ser afetado
por pequenas variacdes nos parametros de execucdo do método. A robustez fornece uma
indicacdo da confianca do método em aplicacio rotineira.X* O estudo da robustez procura
avaliar a susceptibilidade do método a alteracBes das condi¢bes experimentais. Tais
alteracdes podem englobar modificacdes em reagentes (quantidade e concentracdo),

condicdes de armazenamento, condigdes ambientais e/ou de preparacdo da amostra.*®
3.9.7 Incerteza de medicdo

A incerteza de medicdo é definida como um pardmetro que caracteriza a
dispersdo dos valores atribuidos a um mensurando, com base nas informacgdes

utilizadas.*?! Na prética, a incerteza de um método é estimada em quatro etapas:

1. Especificacdo do mensurando, mediante sua equacdo que relaciona as
grandezas de entrada (obtidas de medigdes diretas) com a grandeza de
saida, acrescida de um componente de dispersdo oriunda da

reprodutibilidade;
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2. ldentificacdo das fontes de incerteza, elencando os fatores que causam
desvio do valor medido em relagdo ao valor tido como verdadeiro,
contribuindo para a incerteza da medicéo;

3. Quantificacdo ou estimativa das incertezas de cada fonte e célculo dos
respectivos coeficientes de sensibilidade (derivada parcial da funcdo que
descreve o resultado analitico em relagdo a cada fator individual);

4. Calculo da incerteza padrdo combinada, que engloba os valores de todas

as fontes individuais em um valor Unico.

A incerteza padrdo combinada € utilizada para o calculo da incerteza expandida,
multiplicando a incerteza padrdo combinada por um fator de abrangéncia, correspondente
ao numero de desvios-padréo relativo ao grau de confianca desejado. Por fim realiza-se a

andlise critica para avaliar se a incerteza do método é adequada ao uso pretendido.1?2
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

Para todas as determinagdes foi utilizado um espectrobmetro de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) modelo 7900 da marca Agilent Technologies,
dotado de célula de colisdo com gas hélio. A camara de nebulizacdo empregada foi do
tipo Scott de duplo passo e o nebulizador utilizado foi do tipo concéntrico de vidro
(modelo MicroMist). Utilizou-se gas argénio com 99,999% de pureza minima, fornecido
pela Air Liquide, como gas do plasma, gas de nebulizacdo, gas auxiliar e gas de make up.
Foi utilizado gas hélio com 99,9999% de pureza minima como gas de colisdo, fornecido
pela Air Liquide. As analises de especiacdo quimica por LC-ICP-MS foram executadas
utilizando um cromatografo a liquido modelo 1260 Infinity da marca Agilent
Technologies associado ao instrumento de ICP-MS. A coluna cromatogréafica para analise
de especiagédo de Hg foi do tipo C-18 da marca Phenomenex modelo Synergi Hydro-RP
com dimensdes 150 mm x 4,6 mm, tamanho de particula 4 um e tamanho de poro 80 A.
Foi empregada pré-coluna tipo C18 da marca Phenomenex modelo KJ0-4282. Para
analise de especiacdo quimica de As foi empregada coluna cromatografica de troca
anionica da marca Hamilton modelo PRP X-100, com dimensdes de 250 mm x 4,1 mm e
tamanho de particula 10 pm, e respectiva pré-coluna.

As pesagens de amostras e reagentes solidos foram executadas em uma balanca
semi-analitica com precisdo de 0,001 g, da marca Marte e do modelo AD500. Para
avaliacdo da incerteza do volume do dispensador foi utilizada uma balanca analitica com
precisdo de 0,0001 g da marca Marte, modelo AY220. O aquecimento das amostras na
etapa de extracdo foi realizado em um forno de um cromatografo a gas desativado da
marca Hewlett-Packard, modelo 5890 Série Il. O controle da temperatura foi realizado

com um termdmetro digital tipo espeto da marca Incoterm.

No preparo das amostras de pescado foi utilizado liquidificador da marca Oster,
modelo Osterizer, com mini jarras de plastico com capacidade para 200 mL e laminas de
4 facas em aco inox. A decomposicdo das amostras de pescado para a determinacao das
concentracgdes totais de As, Cd, Hg e Pb foi realizada em um sistema de decomposi¢éo
por micro-ondas da marca CEM, modelo MARS 6. Foram empregados tubos de TFM

modelo Xpress Plus, com capacidade para 110 mL.
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O ajuste de pH da fase movel utilizada na anélise de especiacdo de As foi
realizado com pHmetro da marca Metrohm, modelo 913, empregando eletrodo de vidro
combinado de Ag/AgCl. O pH foi ajustado empregando solugdo de HNOs; 10% (v v'1).
Na etapa de extracao das especies de As foi utilizado um agitador tipo vortex da marca
Edutec para agitacdo dos tubos, e uma centrifuga refrigerada da marca Hettich, modelo
Rotanta 460R, para a centrifugacdo dos extratos.

4.2 Reagentes, solucbes, materiais de referéncia e softwares

Todas as solucbes e diluicbes foram feitas utilizando agua ultrapura com
resistividade de 18,2 MQ cm™ fornecida por um purificador da marca Millipore, modelo
Milli-Q Integral 5. Os reagentes solidos empregados foram L-cisteina e L-cisteina
hidrocloridrica monohidratada, ambos da marca Sigma-Aldrich com pureza minima de
98,5%. Utilizou-se também fosfato de amonio dibasico ((NH4)2HPO.) da marca Sigma-
Aldrich com pureza minima de 98%. Foram utilizados &cido nitrico grau analitico da
marca Merck, com 65% (m m™) de concentracéo, perdxido de hidrogénio grau analitico
da marca Cromoline, com 30% (m m™!) de concentragdo, e 4cido cloridrico grau analitico
da marca LS Chemicals, com concentragdo de 37% (m m™), destilado abaixo de seu ponto
de ebulicdo. Foram utilizados metanol e isopropanol, ambos de grau UV/HPLC da marca
Dinémica.

As solucges estogue de todos os analitos foram adquiridas prontas, sendo todas
Materiais de Referéncia Certificados. O padrdo de metilmercurio utilizado foi da marca
LGC Standards, com concentracdo certificada de 1001 mg L de cloreto de
metilmercario. O padrdo de mercdrio inorgénico utilizado foi da marca Perkinelmer e
concentracdo certificada de 10 mg L. Os padrdes de As (l11) e As (V) usados foram
ambos da marca Merck, com concentragdo 995 mg L™ e 996 mg L, respectivamente.
Solucdes padrdo de Cd e Pb da marca LGC Standards foram usados na determinacédo
destes elementos, e suas concentragdes eram ambas de 1000 mg L. Padrdes de Ge, Au
e Rh da marca Sigma-Aldrich também foram empregados na analise de elementos totais,
e foram adquiridos nas concentragdes de 1005 mgL™, 999 mgL?® e 1005 mg LY,

respectivamente.

Para avaliar a exatiddo do método foram utilizados os seguintes MRCs: ERM-
CE 464, de peixe atum, com valores certificados para MeHg e tHg, da marca ERM

(European Reference Materials); NRC-DORM-4, de proteina de peixe, com valores
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certificados para As, Cd, Pb, tHg e MeHg, produzido pelo National Research Council of
Canada; NRC-TORT-2, de hepatopancreas de lagosta, com valores certificados para As,
Cd, Pb, tHg e MeHg, do National Research Council of Canada.

As solugdes intermediarias com concentragio de 1000 pg L™ de metilmercurio
e de mercdrio inorganico foram preparadas a partir da dilui¢do das solucdes estoque, com
agua ultrapura e contendo 0,02% (m v!) de L-cisteina hidrocloridrica monohidratada.
Estas solucdes foram armazenadas em tubos de polipropileno e armazenadas em
refrigerador, com validade de 5 dias. As demais solucdes (de calibracdo, fortificacdo e
checagem) foram preparadas no dia da andlise, a partir da diluicdo com &gua ultrapura
das solugbes intermediarias em meio contendo 1% (m v!) de L-cisteina hidrocloridrica
monohidratada. Todas as solucdes padrdo foram mantidas ao abrigo da luz, sendo
manipuladas pelo tempo mais breve possivel, tomando o cuidado de apagar as luzes e
fechar as cortinas do laboratério durante a manipulagao.

A L-cisteina estabiliza o metilmercuario em solucdo, mas, quando o periodo de
armazenagem da solugdo aumenta, a L-cisteina sofre dimerizacdo formando a cistina, que
promove a desalquilagio do metilmercdrio.’® Em concentragbes baixas, como
0,02% (m v1) de L-cisteina hidrocloridrica monohidratada, as solugbes sdo estaveis por
até 5 dias, e por este motivo esta concentracdo foi utilizada para as solucdes
intermediéarias. Nas solucdes de calibracdo, fortificacdo e checagem, em que é necessario
equalizar a concentracdo de L-cisteina hidrocloridrica monohidratada das solugdes a da
solugdo de extracdo das amostras, a concentragio deve ser 1% (m vt). Nesta concentragio
a L-cisteina dimeriza mais rapidamente formando a cistina, que desestabiliza o

metilmercurio, portanto estas solugdes sdo preparadas no dia do uso.

Na determinacédo da concentracdo total dos elementos, todas as solu¢bes padrdo
foram preparadas em HNOs; 1% (v v1). As solugBes padrdo utilizadas na analise de

especiacdo de As foram preparadas em agua ultrapura.

A fase movel para a analise de especiacdo de mercurio foi uma mistura de L-
cisteina hidrocloridrica monohidratada 0,1% (m v) e L-cisteina 0,1% (m v!). A fase

movel foi preparada no dia de cada analise, utilizando &gua ultrapura como solvente.

Na andlise de especiacdo de arsénio foi empregada como fase movel uma
solucéo de fosfato de amonio dibasico 10 mmol L ajustada a pH 8,65 + 0,05 e contendo
1% (v v'1) de metanol.
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Na a validacdo do método, os célculos para avaliacdo dos pardmetros de
validacdo foram executados empregando os softwares Microsoft Excel 2019 (verséo
2201) e Minitab (versdo 19.1). O software Mass Hunter 4.4 (versdo C.01.04 2018),
fornecido pelo fabricante do instrumento de ICP-MS, foi utilizado para o tratamento dos

dados obtidos nas analises.
4.3 Descontaminacgdo dos materiais

Todo o material utilizado nas analises foi previamente limpo e descontaminado
conforme o seguinte procedimento: enxague em agua corrente; imersdo em solucgéo de
sabdo liquido neutro 0,5% (v v'!) durante 24 horas; enxague em agua corrente; imersao
em solucdo de &cido nitrico 10% (v v) por pelo menos 24 horas; enxague com agua
purificada tipo 11, com resistividade de 15 MQ cm™, fornecida por um purificador da
marca Millipore, modelo Milli-Q Integral 5. Apos este procedimento o material foi seco
em estufa em temperatura inferior a 45 °C e armazenado em recipiente fechado até sua

utilizacdo.
4.4  Amostras
4.4.1 Amostras de pescado

As amostras de pescado utilizadas neste trabalho foram selecionadas entre
amostras analisadas previamente para quantificacdo de mercdrio (total), em ensaios de
rotina do LFDA-RS, no escopo do PNCRC (Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes). Para os experimentos de validacdo foi selecionada uma amostra de
pescado com baixa concentracdo de mercurio, denominada “amostra branca”. O Manual
de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA® define como amostra branca a matriz
isenta da substancia a analisar ou cujo nivel de concentracdo seja suficientemente baixo
de modo a ndo interferir nos resultados de medicdo. As amostras analisadas com o método
otimizado foram selecionadas entre aquelas previamente analisadas no laboratério, com

concentragdes superiores a 10 pg kg™ de mercdrio (total).
4.4.2 Preparo das amostras

As amostras de pescado foram primeiramente limpas, removendo-se escamas,
pele, espinhas e visceras. Em seguida foram cortadas em cubos e entdo trituradas em

liquidificador até completa homogeneizacdo e obtencdo de uma textura pastosa. As
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amostras assim preparadas foram guardadas em frasco de polipropileno e armazenadas
congeladas até o dia da anélise.

4.4.3 Decomposicdo das amostras para determinacdo da concentracdo total

dos elementos

A decomposicdo das amostras para determinacdo das concentracfes totais dos
elementos foi executada em forno micro-ondas. O procedimento utilizado foi o0 mesmo
empregado em analises de rotina do LFDA-RS. Pesou-se 1 g de amostra em frasco de
TFM, gue acompanha o forno micro-ondas, e adicionou-se 1 mL de agua ultrapura. Entdo
foram adicionados 6 mL de acido nitrico concentrado, e os tubos foram deixados por um
periodo de 20 minutos em capela de exaustdo para pré-digestdo da amostra, a frio. Apds
este tempo, foram adicionados 2 mL de perdxido de hidrogénio e os frascos foram
fechados e colocados no rotor, que foi transferido para o forno micro-ondas. As amostras
em seguida foram submetidas ao programa de aquecimento informado na Tabela 2. Apds
a etapa de arrefecimento, o conteddo dos tubos foi transferido quantitativamente para
frascos de polipropileno com capacidade para 50 mL. Foram adicionados 250 pLL de &cido
cloridrico aos frascos, de modo a estabelecer uma concentragdo final de 0,5% (v v1) do
acido, a fim de estabilizar o Hg em solucéo, sendo por fim a solucéo aferida ao volume

final de 50 mL com agua ultrapura.*?®

Tabela 2. Programa de aquecimento do forno micro-ondas para a decomposicao

das amostras de pescado para a determinacdo de As, Cd, Pb e Hg por ICP-MS.

Tempo

Etapa (minutos) Poténcia (W)  Temperatura
Rampa 20 290 - 1800 Até 200 °C
Permanéncia 15 1200 200 °C
Arrefecimento 15 0 Ambiente

4.5 Procedimento de extragdo para anélise de especia¢do quimica
45.1 Extracdo para especiacao de Hg
A extragdo das espécies de Hg foi realizada empregando procedimento baseado

no método proposto pela FDA (Food and Drug Administration),'?* com adaptacdes.

24



Pesou-se 0,5 g de amostra em vial de vidro &mbar com tampa de rosca e capacidade para
60 mL. Foram adicionados 50 mL de solugdo de L-cisteina hidrocloridrica monohidratada
a 1% (m v1), e os tubos foram agitados manualmente por cerca de 10 segundos. Em
seguida os frascos foram colocados no forno de um cromatografo a gas desativado,
adaptado para aquecimento de amostras. A temperatura do forno foi ajustada para
60 + 4 °C e as amostras permaneceram sob aquecimento por 120 minutos. Na metade
deste tempo (aos 60 minutos de aquecimento) os tubos foram agitados novamente por
cerca de 10 segundos, manualmente. Entdo, os frascos foram retirados do forno e
colocados em refrigerador até atingirem a temperatura ambiente (cerca de 45 minutos).
Apos o resfriamento foram utilizadas seringas descartaveis com capacidade para 10 mL
para coletar a fracdo superior do conteddo dos tubos, e entdo foi realizada a filtracdo
através de membranas de PVDF (fluoreto de polivinilideno) com diametro de poro de
0,45 um. Foi descartado 1 mL do primeiro filtrado e recolhido cerca de 1,5 mL do filtrado
seguinte em vial de vidro ambar compativel com o amostrador automaético do

cromatografo. As amostras foram, entéo, analisadas por LC-ICP-MS.
4.5.2 Extracdo para especiacao de As

A extracdo das espécies de As foi executada empregando método desenvolvido
e validado no LFDA-RS, de codigo MET RCA/021/001. O método baseia-se na
conversdo total do As (I11) para As (V) mediante oxidagdo sob aquecimento em meio
acido. Empregando separacdo cromatografica, determina-se a area do pico da espécie
As (V), que correspondera ao somatorio das espécies inorganicas As (I11) + As (V) na
amostra, e o resultado € expresso como arsénio inorganico (iAs). Para esta determinacéo

empregou-se 0 seguinte procedimento:

Pesou-se 1,0 g de amostra em tubo de polipropileno com tampa de rosca e
capacidade para 50 mL. Foram adicionados 10 mL de uma solucdo de acido nitrico
0,28 mol L contendo 3% (v v!) de perdxido de hidrogénio. Os tubos foram colocados
em forno (0 mesmo empregado na extracdo das espécies de Hg) e a temperatura foi
ajustada para 90 £5 °C. As amostras permaneceram sob aquecimento por 60 minutos.
Apbs este periodo de aquecimento, os tubos foram deixados a temperatura ambiente em
capela com exaustdo até o resfriamento, durante cerca de 40 minutos. Em seguida, cada
tubo foi agitado em vortex por aproximadamente 10 segundos. Entdo os tubos foram
centrifugados a 5300 g de forga centrifuga relativa (4000 rpm) por 10 minutos a
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temperatura de 5 °C. A seguir, utilizando seringas descartaveis com capacidade para
10 mL, foi coletada a fragdo superior do contedo e realizada sua filtracdo através de
membranas de PVDF com diametro de poro de 0,45 um. Foi descartado o primeiro
mililitro do filtrado e recolhido cerca de 3 mL do filtrado seguinte em frasco de
polipropileno com capacidade para 15 mL e tampa de rosca. Apos, foram pipetados
100 pL do filtrado e adicionados em vial de vidro compativel com o amostrador do
cromatografo, previamente descontaminado. Na sequéncia, foram adicionados 900 uL de

agua ultrapura no vial, que foi fechado, homogeneizado e analisado por LC-ICP-MS.
4.6 Determinacéo da concentracao total

As concentragdes de As, Cd, Pb e Hg foram determinadas por ICP-MS, seguindo
metodologia existente no LFDA-RS, cddigo MET RCA/020/001. Os parametros

instrumentais e de operacdo do ICP-MS estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros operacionais do ICP-MS utilizados na determinacdo da

concentragdo de As, Cd, Pb e Hg.

Parametro Valor

Poténcia do Plasma 1550 W
Vazao de gas do plasma 15 L min'?
Vazdo do gas de nebulizagdo 1,0 L min'?
Vazao gas de make-up 0,1 L min*
Vazio do gas auxiliar 0,9 L min?
Profundidade de amostragem 9,0 mm
Temperatura da camara de nebulizacéo 2°C

As (0,5 s), *'cd (0,3 s), 2Hg (0,8 ),
206pp (0,3 s), 27Pb (0,3 ), 2%%Pb (0,3 ),
2Ge (0,1's), 1°*Rh(0,1 s)

Célula de colisdo Hélio - 4,3 mL min

Istopos monitorados™®) (raz&o
massa/carga) e tempo de integragéo

@) No caso do elemento Pb, sdo monitorados os isétopos 206, 207 e 208, pois 0 software
gue comanda o equipamento faz a correcdo automatica de acordo com a seguinte equacao:
Mc(208) = M(206)*1 + M(207)*1 + M(208)*1. Sendo assim, o resultado de Pb é

determinado pelo is6topo 208, que contempla os demais.

A curva de calibragéo para os elementos As e Cd contemplou as concentragoes

0,2; 1; 5,10 e 30 ug L% Para Pb a curva de calibragéo incluiu as concentracdes 0,6; 1,0;
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5,10 e 30 pg L. A curva de calibragdo empregada para analise de Hg contém solucdes
de concentragédo 0,08; 0,2; 1; 2 e 3 pug L. As soluges da curva de calibragdo foram
preparadas em HNO3 5% (v v') + HCI 0,5% (v v'1).

Como padrdo interno para determinagdo de As utilizou-se solugdo de Ge a
20 ug L, e para Cd, Hg e Pb solugdo de Rha 2,5 pg L™ como padrio interno, preparadas
em meio HNO3 1% (v v1) + HCI 0,5% (v v'!) + Isopropanol 2% (v v'1).

Utilizou-se, entre a analise de cada amostra, uma solucéo de limpeza do sistema
de introdug&o da amostra contendo HNO3 5% (v v1) + HCI1 0,5% (v v!) + Au (1 mg L),

mediante aspiracdo da solugdo durante 5 segundos.

Os parametros de voltagens das lentes i6nicas foram otimizados no dia de cada
analise empregando solucéo de tuning, contendo uma mistura dos elementos Li, Mg, Y,
Ce, Tl e Co a concentragdo de 1 pug L™ cada. A otimizagéo ¢ feita automaticamente pelo
software do instrumento, de modo a obter a maior sensibilidade e menor quantidade de
ions de dupla carga e 6xidos.

4.7 Analise de especiacdo quimica de Hg

Na Tabela 4 sdo apresentadas as condi¢des operacionais empregadas para analise
de especiacdo de Hg. As condi¢bes foram otimizadas neste trabalho, conforme sera
descrito no capitulo 5.1, e definidas com base em referéncias bibliograficas'®+'?* e

protocolos de analises realizadas no LFDA-RS.

27



Tabela 4. Par&metros instrumentais definidos para determinacdo de
metilmercuario e mercdrio inorganico por LC-ICP-MS.

Parametros do ICP-MS Valor
Poténcia do plasma 1550 W
Vazao de gas do plasma 15 L min?
Vazdo do gas nebulizador 1,1 L min't
Vazao do gas de make up 0,1 L min?
Vazdo do gas auxiliar 0,9 L min?
Profundidade de amostragem do plasma 9,0 mm
Temperatura da camara de nebulizacdo 2°C
Is6topo monitorado (razdo massa/carga) 202
Célula de colisdo Hélio - 3 mL min'?
Tempo de integracao 15s
Pardmetros do LC Valor
Coluna cromatografica Fase reversa, C-18
Vazao da fase movel 1 mL min?t
Volume de injegdo 50 pL

0,10% (m v1) de L-cisteina +
Fase movel 0,10% (m v'!) L-cisteina hidrocloridrica

monohidratada, eluicdo isocratica
Temperatura Ambiente, ndo controlada

Tempo de aquisicao 4 min

4.8 Analise de especiacdo quimica de As

A determinacdo da concentracdo de arsénio inorganico nas amostras foi
executada através de metodologia validada no LFDA-RS, por LC-ICP-MS, de codigo
MET RCA/021/001. Os parametros instrumentais e de operacdo do sistema de
LC-ICP-MS estéo citados na Tabela 5.

A curva de calibragdo foi preparada com solucgdes contendo 0,2; 0,5; 1; 5 e

10 ug L de As (V), em &gua ultrapura.
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Tabela 5. Parametros operacionais do sistema LC-ICP-MS utilizados na anélise

de especiagdo quimica de arsénio.

Parametros do ICP-MS Valor
Poténcia do plasma 1550 W
Vazdo de gas do plasma 15 L mint
Vazdo do gas de nebulizagéo 1,0 L mint
Vazao do gas de make up 0,1 L min?
Vazao do gas auxiliar 0,9 L min?
Profundidade de amostragem do plasma 8,5 mm
Temperatura da camara de nebulizacéo 2°C
Isétopo monitorado (razdo massa/carga) 75
Célula de colisdo Hélio - 2,0 mL min*
Tempo de integracao 0,8s

Parametros do LC Valor

Coluna cromatografica
Vazdo da fase movel
Volume de inje¢éo
Fase mdvel

Temperatura
Tempo de aquisicéo

Coluna anidnica PRP X-110S Hamilton
4,1 mm x 250 mm x 7 um ou similar, e
respectiva pré-coluna
1,0 mL min*

25 pL
(NH4)2HPO4 10 mmol L (pH 8,65 + 0,05)
em 1% (v/v) de metanol, eluicdo isocréatica
Ambiente, ndo controlada

10 min

4.9 Validacdo do método

4.9.1 Linearidade

Para a construcdo da curva de calibracdo foram utilizados padrdes de mercurio

inorganico e metilmercirio nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1; 5 e 10 pug L. Para o estudo

da linearidade foram elaboradas seis replicatas da curva de calibracéo.

Foram avaliadas a homoscedasticidade (homogeneidade das variancias dos

residuos) dos dados aplicando-se o teste de Levene; a independéncia dos residuos
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empregando o teste de Durbin-Watson; e a normalidade da distribui¢do dos residuos
através do teste de Anderson Darling. Também foi avaliado o coeficiente de determinacao

da curva de calibracéo (R?).
4.9.2 Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ)

O LQ foi estimado de acordo com a Equacéo 2.1* Este limite, apds determinado,
foi verificado através de fortificagdo da amostra branca, para avaliar os parametros de
validagio do método. O LD foi calculado de acordo com a Equagao 1,4 utilizando o sinal

analitico do primeiro ponto da curva de calibragdo (0,10 pug mL™).
4.9.3 Precisdo e exatidao

Os testes para avaliacdo da precisdo (repetitividade e reprodutibilidade
intralaboratorial) e exatiddo (recuperacdo) foram conduzidos mediante fortificacdo de
amostra branca em seis vias e em dois niveis de concentra¢do. O nivel mais baixo foi
10 pg kg e correspondeu ao LQ do método e o nivel mais alto foi de 1000 pg kg™ e
correspondeu ao TMC. Os niveis de concentracdo adotados como LQ e TMC foram
baseados na Tabela 1 e estdo apresentados na Tabela 6. A exatiddo também foi avaliada

através da analise de trés MRCs, citados na se¢éo 4.2.

Tabela 6. Niveis de concentracdo adotados para LQ e TMC.

Espécie LQ (ug kg™) TMC (ug kg™)
iHg 10 1000
MeHg 10 1000

4.9.4 Seletividade e efeito de matriz

A avaliacdo da seletividade foi realizada em seis vias e em dois niveis de
concentracdo, correspondentes ao LQ e ao TMC. Foram comparados os sinais dos
analitos para grupos de amostras:

l. Amostra ndo matrizada: analitos em solvente puro (branco de reagentes);
. Amostra matrizada: analitos em matriz branca fortificada. Utiliza-se os

mesmos dados obtidos no ensaio de precis&o.
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As amostras matrizadas e ndo matrizadas foram submetidas ao processo
completo de extracéo, e as concentragdes dos analitos foram determinadas de acordo com

0 método otimizado.
495 Robustez

Para avaliacdo da robustez do método foi aplicado o teste de Youden,
selecionando-se os fatores a serem avaliados de acordo com as possiveis alteracdes do
método em andlises de rotina, seus valores nominais (descritos no método) e 0s
respectivos valores de variacdo. Os testes foram feitos em duplicata na concentracao

correspondente ao TMC.
4.9.6 Incerteza de Medigao

A incerteza de medicdo foi estimada atraves da abordagem bottom up, calculada
através da combinacdo das incertezas de multiplas fontes, resultando em um valor de
incerteza padrdo combinada. As fontes de variacdes consideradas para o calculo da

incerteza padrdo combinada foram:

a. Incerteza da repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial;
b. Incerteza da massa da amostra;
c. Incerteza correspondente a curva de calibracéo;

d. Incerteza no volume de diluicdo da amostra.

A avaliacdo da incerteza foi efetuada para o nivel de concentracdo
correspondente ao TMC, pois 0 método sera empregado em controle oficial para avaliar
se uma amostra esta ou ndo em conformidade com os requisitos de concentragcdo maxima
permitida. Desta forma, o TMC é a concentracdo em que o resultado da analise
(considerando sua incerteza) deve indicar com um intervalo de confianca definido se a

amostra esta ou ndo em conformidade com os requisitos da legislacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Otimizagéo dos parametros instrumentais

A primeira etapa do trabalho consistiu em avaliar os parametros instrumentais e
a concentracdo da fase movel utilizada na separacdo cromatografica, a fim de identificar
a condigdo que resultasse em um sinal analitico otimizado, com adequada separacéo das
espécies e sem causar excessivo efeito de memoria. O estudo foi iniciado a partir das
condicdes estabelecidas no método desenvolvido pela FDA?* para determinacgio de
metilmercdrio e mercurio total, e também levou-se em consideracdo o método atualmente
utilizado no LFDA-RS para determinagdo de contaminantes inorganicos (As, Cd, Pb e

Hg) em pescado.

A otimizacdo dos parametros foi executada em duas etapas, sendo a primeira
delas utilizando o ICP-MS com o cromatdgrafo desacoplado, a fim de avaliar os
parametros instrumentais intrinsecos daquele instrumento: vazéo do gas de nebulizacéo,
vazdo do gas de make up e vazdo do gas de colisdo. Na segunda etapa foi realizado o
acoplamento do cromatografo com o instrumento de ICP-MS, a fim de estudar parametros
associados a cromatografia: vazdo da fase mével, volume de injecéo, tempo de integracao
e concentracdo da fase movel. Na primeira etapa da avaliacdo foi utilizada uma solucédo
de concentracdo 1 pg L™ de mercdrio inorganico, contendo 0,2% de HCI (v v?), que
aproximadamente corresponde a concentracdo de HCI oriunda da L-cisteina
hidrocloridrica monohidratada 1% (m v1). Na segunda etapa, envolvendo a separagio
cromatografica, foi utilizada uma solucdo aquosa contendo metilmercurio e mercurio
inorganico, ambos a concentracdo de 1 ug L, e contendo 1% (m v?!) de L-cisteina

hidrocloridrica monohidratada.

Em todas as andlises foi monitorado o isétopo 202, pois é 0 mais abundante na
natureza, com abundancia relativa de 29,74%'%° e que sofre pouca interferéncia
considerando-se a analise por ICP-MS.126-128 Desta forma, o isdtopo 202 é geralmente o

preferido na determinagdo de mercurio por ICP-MS98:100124,129,101,102,104-106,110,116,118

Para cada estudo foram fixadas as seguintes condi¢Oes (exceto para o
experimento em que o respectivo parametro foi avaliado): vazao de gas de nebulizagéo
1,10 L min'!; vazéo de gas de make up 0,1 L min*; vazdo do gés de colisio 3 mL min;

numero de determinagdes igual a 5; tempo de integracdo 1,5 s; vazdo da fase movel
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1,0 mL min?; volume de injecdo 50 pL; e fase movel L-cisteina hidrocloridrica
monohidratada 0,1% (m v!) + L-cisteina 0,1% (m v1).

5.1.1 Vazdo do gés de nebulizacdo

A vazdo do gas de nebulizacio foi avaliada na faixa de 0,90 a 1,25 L min™.
Observa-se na Figura 1 que o numero de contagens por segundo (CPS) aumenta em
funcéo da vazdo do gas de nebulizacéo até o limite de 1,15 L min™.. Isto se deve & maior
eficiéncia de transporte do analito para o ICP. Em vazdes acima deste valor observa-se
queda do sinal analitico, decorrente da diluicdo do analito no aerossol produzido, bem
como esfriamento do plasma e deslocamento da zona critica no mesmo. Assim sendo, a
vazdo do gas de nebulizagdo selecionada foi 1,10 L min™. O desvio-padrédo das medidas
foi inferior a 3 CPS.

30000

20000

CPS

10000

0,8 0,9 1 11 1,2 1,3 1,4
Vazéo (L mint)

Figura 1: Efeito da vaz&o do gés de nebulizagio no niimero de CPS de 2°Hg na

concentragio de 1 pg L.
5.1.2 Vazdo do gas de make up

O gas de make up é utilizado na saida do fluxo de gas do nebulizador para
auxiliar a manter a estabilidade e homogeneidade do fluxo gasoso, compensando
oscilacdes na vazao do gas de nebulizacdo e também auxiliando no transporte do aerossol.
O efeito da vazdo do gas de make up foi avaliado no intervalo de 0 a 0,2 L min™. Os
resultados sdo mostrados na Figura 2, sendo o desvio-padrédo das medidas inferior a 3
CPS.
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Figura 2: Efeito da vazio do gas de make up no nimero de CPS de 2°Hg na

concentracdo de 1 pg L.

Observa-se um incremento do nimero de CPS quando a vazéo do gas de make
up é aumentada de zero até 0,13 L min™. Este efeito é decorrente da estabilizacdo do
aerossol produzido pelo nebulizador, bem como do aumento da eficiéncia de transporte
do analito. Para vazdes maiores que 0,13 L min! observa-se o efeito contrario, resultante
da diluicdo do analito no aerossol e consequentemente reduzindo o nimero de CPS.
Assim, a vazdo definida para o gas de make up foi de 0,10 L min™,

O ajuste das condi¢bes operacionais partiu das condi¢cdes empregadas no método
da FDA,*?* que especifica a vazdo de gas de nebulizagdo em 1,2 L min, explicitando
apenas o primeiro digito decimal, e sem o uso de gas de make-up. Em uma avaliacdo
inicial foram feitos incrementos na vazdo do gas de nebulizacdo e de make-up a cada
0,10 L mint. Em tais condices, um maximo de sensibilidade foi alcancado a vazéo de
1,10 L min do gas de nebulizagdo, e de 0,10 L min*! do gas de make-up. Entdo estas
vazbes foram selecionadas para a execucdo dos experimentos de validacéo.
Posteriormente, em uma analise mais minuciosa, vislumbrou-se a possibilidade de
executar o ajuste centesimal dessas vazdes. Observou-se, entdo, 0 comportamento
apresentado nas Figuras 1 e 2. Como os experimentos de validacdo ja haviam sido
executados, e os critérios de aceitacdo foram atendidos com as condic¢des utilizadas,

optou-se por manter as condigdes definidas através da avaliagéo inicial.
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5.1.3 Vazdo do gas de colisédo

A vazdo do gas de colisio (hélio) foi avaliada entre 0 e 4,5 mL min. O estudo
foi realizado em duas condicdes. Inicialmente, em preto na Figura 3, as contagens foram
medidas sem o acoplamento do cromatografo. Em azul na mesma figura s&o mostrados
os resultados de medicdo da mesma solugdo, ap6s o acoplamento do cromatografo. A
avaliacdo foi executada nas duas condicGes para avaliar se a vazao de gas de colisdo que
proporciona o maior nimero de contagens permanece inalterada apos o acoplamento do
cromatdgrafo e a presenca da fase movel, ou seja, se a condicdo de maior sensibilidade
para o isétopo monitorado é equivalente antes e apds o acoplamento. Os resultados
mostraram que a vazdo de gas de colisdo que proporciona maior sensibilidade
(3 mL min) se manteve inalterada apds o acoplamento e a introducéo da fase mdvel no
ICP. O sinal analitico aumentou com o incremento da vazéo de hélio na faixa de zero até

3 mL min. Para vazdes superiores a este valor o sinal decaiu.

Resultado similar foi encontrado por Panova e colaboradores'® em um estudo
sobre determinacdo de Hg em urina por ICP-MS. Os pesquisadores atribuiram o efeito a
uma melhor focalizacdo do feixe de ions, ponderando também que, pela elevada massa
atdmica, a perda de energia cinética dos ions de 2°?Hg na célula de colis&o ¢é desprezivel.
Constataram também que o ruido instrumental medido com o uso de gas hélio na célula
de colisdo é menor, portanto a razdo sinal/ruido aumenta. O sinal analitico mais elevado
foi registrado a uma vazdo de 3,2 mL min, resultado semelhante ao encontrado no
presente estudo. Com o aumento da vazdo de hélio acima de 3,2 mL min, o nimero de
colisGes também se eleva, diminuindo a quantidade de ions com energia cinética
suficiente para ultrapassar a barreira energética da célula de colisdo, causando a queda no

nlimero de contagens.

35



23000 120000

19000 100000

%)
%) =
> a
a O
O 15000 80000 (_-)
% |
© 2
O

11000 60000

7000 40000

0 1 2 3 4 5

Vazdo (mL mint)

—0— |CP-MS  ===| C-ICP-MS

Figura 3: Efeito da vazio do gas de colisdo no nimero de CPS de 2°2Hg na
concentracgdo de 1 pg L de iHg. Em preto (e), com cromatdgrafo desacoplado, e em

azul (m), com o cromatografo acoplado.

O uso da célula de colisdo € indicado para eliminar interferéncias espectrais. Os
ions poliatbmicos sdo espacialmente maiores que os ions do analito de mesma massa,
logo, ao passar pela célula preenchida com um gas inerte, colidem com maior frequéncia
que os ions do analito, perdendo energia cinética. Na saida da célula de colisdo aplica-se
uma diferenca de potencial que cria uma barreira energética, de forma que os ions de
baixa energia sdo excluidos do feixe por uma tensdo de polarizagdao. Apesar de incomum,
uma vez que o isétopo 202 do mercurio sofre poucas interferéncias, o uso de gas hélio na
célula de colisdo na determinacdo de mercurio ja foi mencionado por outros
pesquisadores.%13-13 Desta forma, a partir dos resultados mostrados na Figura 3, ficou
definida a vazdo do gas de colisio em 3 mL min. Foi observado um desvio-padréo

inferior a 4 CPS para todas as condicdes avaliadas.
5.1.4 Tempo de integracdo

O tempo de integragdo do sinal analitico, apos o acoplamento do cromatografo
ao instrumento de ICP-MS, foi avaliado entre 0,7 e 1,75 segundos. Os resultados sdo

apresentados na Figura 4.
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Figura 4: Efeito do tempo de integracdo no nimero de CPS de MeHg e iHg na

concentracdo de 1 pg L.

O numero de CPS aumentou proporcionalmente e de maneira linear com o
aumento do tempo de integracao, pois um maior nimero de ions foi quantificado pelo
detector. Apesar de ndo ser a condi¢do de maior sinal analitico, o tempo de 1,5 segundos
foi selecionado para a continuacdo do trabalho. Esta escolha foi feita para prevenir uma
possivel saturacdo do detector, pois na continuidade do trabalho, e de acordo com o
método otimizado, serdo analisadas solucdes de concentracdo 10 vezes maiores que as
empregadas neste teste. Considerou-se que o sinal obtido por 1,5 segundos era
suficientemente alto para proporcionar a sensibilidade desejada, sem prejudicar o sistema

de deteccdo.
5.1.5 Vazao da fase mével

A avaliacdo da vazdo de fase movel foi conduzida empregando a fase movel
consistindo de uma mistura de L-cisteina hidrocloridrica monohidratada 0,1% (m v!) e
L-cisteina 0,1% (m v1), conforme o método proposto pela FDA?* Foram avaliadas
vazdes de 0,8 a 1,4 mL min™. Os cromatogramas obtidos neste estudo sio mostrados na
Figura 5.
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Figura 5: Efeito da vazao da fase mével nos cromatogramas correspondentes a

solugdo com MeHg e iHg na concentragdo de 1 pg L™.
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Os cromatogramas mostram que o aumento da vazdo da fase movel levou a
reducdo no tempo de retencdo dos analitos, sem prejudicar a separa¢do cromatografica.
Isto possibilita reduzir o tempo de analise, e consequentemente reduzir o custo
operacional. Entretanto, o nimero de CPS apresentou reducdo importante em fungédo do

aumento da vazdo da fase movel, como pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6: Efeito da vazdo de fase movel no nimero de CPS para uma solugédo

com MeHg e iHg na concentragio de 1 ug L.

A maior vazdo da fase mével provoca dilui¢do do analito no eluato e consequente
reducdo do sinal analitico. Dessa forma, foi estabelecida uma condi¢cdo de compromisso
considerando a sensibilidade e o tempo de retencdo dos analitos e, portanto, foi

selecionada a vazdo de 1,0 mL min™.
5.1.6 Volume de injecéo

Foram avaliados volumes de injecdo variando entre 25 e 100 pL. O namero de

CPS observadas em cada condicdo é mostrado na Figura 7.
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Figura 7: Efeito do volume de inje¢do no nimero de CPS para uma solugdo com

MeHg e iHg na concentragdo de 1 pg L.

O numero de CPS aumentou com o incremento do volume de injecdo, pois uma
maior quantidade de analito € injetada no sistema. Para volumes de injecdo de 75 uL e
principalmente 100 pL, entretanto, o formato dos picos mostrou sinais de alargamento e
formagéo de cauda. Por este motivo, e apesar de ndo ser a condicdo de maior sinal
analitico, o volume de 50 pL foi selecionado para a continuacdo do trabalho. Esta
condicdo foi escolhida também para preservar a vida util da coluna cromatografica, bem
como evitar efeitos de memoria. Considerou-se também a posterior analise de solugdes
com concentragcdes maiores dos analitos, podendo ocorrer saturacdo do detector. Na

Figura 8 sdo apresentados os cromatogramas obtidos para diferentes volumes de injecao.
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Figura 8: Efeito do volume de injecdo nos cromatogramas correspondentes a

uma solucdo com MeHg e iHg na concentragdo de 1 pg L™
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5.1.7 Concentracdo da fase movel

O ultimo parametro avaliado foi a concentracdo da fase movel. A composicao
da fase movel foi extensivamente discutida em estudos anteriores'®*1?* e definiu-se a
condicAo estabelecida pelo método da FDA?* como ponto de partida. Desta forma, foram
avaliadas concentrages em torno do valor de 0,10% (m v!) de L-cisteina + 0,10% (m v't)
de L-cisteina hidrocloridrica monohidratada. Foram avaliadas concentrac6es variando de
0,08% a0,11% (m v?).

Na faixa de concentracao avaliada houve pouca variagdo no nimero de CPS e
nos tempos de retencdo. A separacdo dos picos no cromatograma tampouco foi afetada.
Desta forma optou-se pela fase mével 0,10% (m v!') de L-cisteina + 0,10% (m v!) L-
cisteina hidrocloridrica monohidratada, a mesma condi¢do adotada no método proposto
pela FDA 1?4

Um resumo das condi¢Oes operacionais otimizadas definidas para a validagao do
método e a comparacdo com aquelas definidas no método da FDA sdo apresentados na
Tabela 7. A otimizacdo dos parametros instrumentais permitiu a reducdo do tempo de
aquisicdo de 5 min para 4 min, resultando em aumento da frequéncia analitica, e
consequentemente um menor consumo de argonio por amostra, 0 que leva a uma reducgéo

no custo operacional.

Tabela 7. Resumo das condi¢6es otimizadas e do método de referéncia da FDA

para especiacdo de Hg em pescado.

Parametro Presente trabalho FDA'%
Vaz&o do gas nebulizador 1,10 L min'? 1,2 L min*
Vazdao do gas de make up 0,10 L min'* Né&o utiliza
Gas de coliséo Hélio — 3,0 mL min™* Né&o utiliza
Tempo de integracao 15s 1s
Tempo de aquisicéo 4 min 5 min

42



5.2 Validagédo do método
5.2.1 Linearidade

Foram elaboradas seis réplicas da curva de calibragdo, englobando 0,1; 0,5; 1; 5
e 10 pg L* de mercdrio inorganico e metilmercdrio. Os valores de CPS obtidos para as
leituras de cada nivel de concentragéo e para cada analito sdo apresentados no Anexo A.
Foi empregado o teste estatistico de Grubbs para avaliacdo da presenca de valores
discrepantes (outliers). Os valores discrepantes estdo apresentados em italico na tabela, e

ndo foram utilizados nos calculos posteriores.

Foi avaliada a homoscedasticidade (homogeneidade das variancias) dos residuos
das curvas de calibracdo empregando o teste estatistico de Levene. Para um nivel de
significancia de 5% (a = 0,05) assumiu-se, como hipdtese nula, que as variancias dos
residuos eram equivalentes. A hipdtese alternativa era de que pelo menos uma variancia
é diferente. Foram calculados os p-valores para ambos os analitos, os quais foram
inferiores a 0,05 (para iHg p = 0,014 e para MeHg p = 3,72 x 10®) e desta forma rejeitou-
se a hipotese nula. A hipdtese alternativa, de que pelo menos uma das variancias dos
residuos das curvas de calibracdo eram estatisticamente diferentes, foi considerada. Desta
forma foi necessario ajustar a reta de calibragdo pelo método dos minimos quadrados
ponderados (MMQP), pois 0 método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) n&o é,

neste caso, adequado para modelar matematicamente os dados.

Para o ajuste através do MMQP utiliza-se um fator de ponderacdo ou
normalizacdo (Knorm), Oou também denominado peso. Utilizou-se como fator de
ponderacdo o inverso do quadrado da concentracdo (1/x2, sendo X a concentracdo) para
calcular os parametros ponderados da curva de calibracdo (coeficiente linear, coeficiente

angular, residuos e coeficiente de determinago).

A avaliacdo da normalidade da distribuicdo dos residuos foi realizada para
avaliar se o fator de ponderacdo utilizado é adequado, e para isto foi aplicado o teste
estatistico de Anderson-Darling. Assume-se que 0s residuos da curva de calibragédo
possuem uma distribuicdo normal, como hipdtese nula. Na Figura 9 podemos observar
que os graficos de probabilidade normal para os residuos padronizados (considerando o
fator de ponderacéo 1/x2), apresentados nas Figuras 9 (a) e 9 (b), mostram que para ambos
os analitos os residuos da curva possuem distribuicdo normal. Nesta condi¢cdo os p-

valores calculados foram p = 0,783 para iHg — curva (a); e p = 0,744 para MeHg — curva
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(b). Como ambos eram maiores que 0,05, pode-se aceitar a hipdtese nula. Para
comparacdo, na mesma figura sdo apresentados os graficos equivalentes para os residuos
das curvas de calibragdo ndo ponderadas (curva (c) para iHg e (d) para MeHg). A
avaliacdo visual do gréafico ja antecipa que o teste estatistico de Anderson-Darling ndo é
atendido, o que se confirma pelos p-valores inferiores a 0,05. Neste caso, rejeita-se a
hipotese nula e considera-se a hipotese alternativa de que os residuos nao possuem

distribuicdo normal quando o MMQO é utilizado.
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Figura 9: Grafico de probabilidade normal dos residuos das curvas de calibracdo
ponderadas conforme o método dos minimos quadrados ponderados (MMQP) utilizando
o fator de ponderacdo 1/x2 para iHg (a) e MeHg (b); e das curvas de calibracdo nédo
ponderadas usando o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) para iHg (c) e
MeHg (d).

A independéncia dos residuos foi avaliada empregando o teste estatistico de
Durbin-Watson (D). O Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA estabelece
que os residuos serdo considerados independentes quando o valor calculado D > 1,5.12
Para ambos os analitos os residuos padronizados foram considerados independentes: para
mercurio inorganico o D calculado foi 2,18 e para metilmercurio o resultado para D
foi 2,02.
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As equacOes de regressdo linear ponderada e os respectivos coeficientes de
determinacdo (R?) sdo apresentados na Figura 10 para mercdrio inorgénico e Figura 11
para metilmercurio. Para os dois analitos o coeficiente de determinacéo foi igual a 1, 0s
quais estdo de acordo com os critérios adotados pelo MAPA,*® que estabelecem que
R%>0,995.
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Figura 10: Curva de regressdo linear ponderada para mercurio inorganico,

empregando fator de ponderacao 1/x2.
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Figura 11: Curva de regressdo linear ponderada para metilmercurio,

empregando fator de ponderagdo 1/x2.
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5.2.2 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacéo (LQ)

O LD foi calculado de acordo com a Equacéo 1, considerando-se o sinal analitico
correspondente ao primeiro ponto da curva de calibragdo (0,10 pg L), pois o branco
analitico produziu sinal indistinguivel do ruido para ambos os analitos. O LQ teorico do
método foi calculado de acordo com a Equacgdo 2, também considerando-se o ponto de
menor concentracao da curva de calibracdo. Este limite, apos determinado, serviu como
subsidio para estabelecer o LQ do método, que deve ser confirmado através da

fortificacdo de amostra branca nesta respectiva concentragdo, na validacdo do método.

A Tabela 8 apresenta as areas dos picos cromatograficos correspondentes ao
primeiro ponto da curva de calibragdo, de concentracdo 0,10 pg L de merclrio
inorganico e metilmercurio. Os limites de deteccdo na amostra (em unidade pg kg™)
consideram a massa de 0,5 g de amostra e o volume final de 50 mL, resultando em um

fator de diluicéo igual a 100.

Tabela 8. Area dos picos cromatograficos correspondentes ao primeiro ponto da
curva de calibracdo (0,10 ug L) e limites de deteccdo (LD) e quantificagcio (LQ)

calculados para solucdes (em unidade pg L™?) e amostras (em unidade pg kg™).

Area Integrada

Replicata -

IHg MeHg

1 19161 18274

2 20078 19930

3 19421 18410

4 19125 20964

5 19608 17610

6 19725 18855
Desvio-padrao 362 1229

Coeficiente angular 173814 146495
Fator de Diluicéao 100 100
LD (ug L) 0,007 0,028
LQ (ug L 0,021 0,084
LD (ug kg?) 0,69 2,77
LQ (ug kg™ 2,08 8,39
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Os valores calculados para o LQ (g kgt) para ambos os analitos s&o inferiores
ao limite de validacdo proposto para 0 método, informado na Tabela 6. Desta forma, a
curva de calibracdo ¢é adequada para quantificacdo na faixa determinada. O LD obtido
também atende ao critério adotado pelo MAPA, uma vez que deve ser menor que 1/10 do
TMC. O LQ do MeHg determinado pelo presente método foi mais baixo em relagdo ao
apresentado pela metodologia de referéncia do FDA,'?* que € 28 ug kg*. O método da

FDA ndo apresenta o LQ para a espécie iHg.

5.2.3 Precisdo e exatiddo: recuperacao, repetitividade, reprodutibilidade
intralaboratorial e analise de MRCs

Os testes para avaliar a precisdo (repetitividade e reprodutibilidade
intralaboratorial) e a exatiddo (recuperacdo) foram conduzidos em seis vias através da
analise de uma amostra de pescado in natura com concentracao baixa de Hg, denominada
amostra branca, fortificada em dois niveis de concentracdo, correspondentes ao LQ e ao

TMC apresentados na Tabela 6.

A fortificacdo no nivel do LQ foi executada adicionando a matriz branca in
natura uma aliquota de 500 pL de uma solucdo contendo metilmercdrio e mercurio
inorganico, ambos a concentragéo de 10 pg L. Para a fortificagdo no nivel no TMC foi
tomada uma aliquota de 500 pL de uma solugdo contendo 1000 pg L de metilmercdrio
e de mercdrio inorganico. A fortificacdo foi realizada ap06s a pesagem das amostras, antes

da etapa de extracao.

As recuperacdes foram determinadas descontando as concentragbes de
metilmercdrio e mercurio inorganico medidas na amostra branca ndo fortificada. A
repetitividade foi avaliada comparando o desvio-padrdo relativo (DPR;) obtido no
experimento com os valores calculados para o desvio-padrao relativo tedrico (RSDHorwitz)
para cada nivel de concentragdo utilizando a Equacdo 3 e com o valor de HORRAT, em

condicdes de repetitividade (Equacéo 4).

RSDyprwity, = 200705109 C) Equacio 3
DPR

HORRAT, = . Equaco 4
PDPRR

Onde:

C ¢é a concentragdo em pg kgt x 10°°;
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PDPRR (desvio-padro relativo predito) = 2 x C 915,

A reprodutibilidade intralaboratorial foi avaliada repetindo-se o experimento em
outros dois dias, totalizando 3 lotes analisados. Buscando avaliar a influéncia de
oscilacBes nas condicBes de anélise, no terceiro lote analisado um segundo analista foi
responsavel pela execucdo dos experimentos. Igualmente foram comparados os valores
do desvio-padrao relativo (DPRR) com os valores de RSDHorwitz € HORRATR, calculados

em condigdes de reprodutibilidade — indicadas pelo sub-indice em letra maiuscula.

A Tabela 9 e a Tabela 10 apresentam os resultados obtidos para concentracfes
medidas da amostra branca e fortificacbes nos 3 dias do estudo, as respectivas
recuperacdes médias, desvios-padrao relativos em condicdes de repetitividade (RSDy) e
de reprodutibilidade intralaboratorial (RSDr), e 0s valores de HORRAT: e HORRATR,
para os dois niveis de fortificacdo, para mercurio inorganico e metilmercdrio,

respectivamente.
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Tabela 9. Resultados de recuperacgdo, repetitividade e reprodutibilidade

intralaboratorial para amostra fortificada, para mercurio inorganico.

10 pg kg™ de iHg

1000 pg kg™ de iHg

Replicata
Dial Dia2 Dia3 Dial Dia2 Dia3
1 11,6 10,5 9,1 1042 995 991
2 11,2 10,4 9,2 1013 972 1025
3 11,1 11,8 9,8 1065 959 949
4 13,1 10,3 10,2 1020 995 968
5 11,3 10,6 9,4 1052 962 1022
6 11,4 10,1 9,4 1084 994 1025
Concentracédo
media no 17 11 00 17 11 00
branco,n =6
(g kg™)
Concentracgéo
Média (g kg™) 11,6 10,6 9,5 1046 980 997
e Recuperacgéo
Repetitividade
p Média (%) 99,2 94,5 94,3 1047 98,1 99,5
Desvio padrdéo 0,75 0,59 042 2705 17,1 32,6
RSDy 6,4% 56% 44% 26% 1,7% 3,3%
2/3 RSDHorwtiz 21,3 10,7
HORRAT: 0,002 0,002 0,001 0,002 0,000 0,002
Concentracéo
. , 1
Média (ug kg™) 96 006
Recuperacéo
Média (%) 96,0 100,8
Reprodutibilidade Desvio padrédo 1,05 38,1
Intralaboratorial RSDr 10,9% 3,8%
RSDHorwtiz 32,0 16,0
PDPRRr 31,7 15,9
HORRATR 0,003 0,002
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Tabela 10. Resultados de recuperagédo, repetitividade e reprodutibilidade

intralaboratorial para amostra fortificada, para metilmercario.

10 pg kg de MeHg

1000 pg kg™ de MeHg

Replicata
Dial Dia2 Dia3 Dial Dia2 Dia3
1 9,9 9,6 10,3 1042 1002 982
2 10,6 10,0 10,9 1021 972 1013
3 10,7 9,5 10,4 1085 957 935
4 10,2 9,3 10,4 1041 1001 961
5 10,2 9,3 10,3 1063 965 1009
6 10,2 9,3 11,0 1083 997 1016
Concentracéo
media no 05 02 04 05 02 04
branco,n=6
(Mg kg™)
Concentracéo
Média (g kg™) 10,3 9,5 10,6 1056 982 986
. Recuperacéo
Repetitividade
p Média (%) 985 91,7 100,7 1058 98,5 98,4
Desvio padrdo 0,31 0,28 0,29 25,4 20,2 32,7
RSD: 30% 30% 28% 24% 21% 3,3%
% RSDHorwtiz 21,3 10,7
HORRAT:, 0,001 0,000 0,000 0,000 0,001 0,002
Concentracao
. N 1
Média (ug kg™) o 008
Recuperacéo
Média (96) 97,3 100,8
Reprodutibilidade Desvio padrédo 0,54 42,9
Intralaboratorial RSDr 5,6% 4,3%
RSDHorwtiz 32,0 16,0
PDPRRr 31,7 15,9
HORRATR 0,002 0,003

Os critérios de aceitacéo da precisdo sao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Critérios de aceitagdo para avaliacdo da precisdo e recuperacao.

Preciséo
Repetitividade
Parametro Critério 13
RSD: <% RSDHorwitz
HORRAT; <1
Reprodutibilidade Intralaboratorial
Parametro Critério 1
RSDr < RSDHorwitz
HORRATR <1
Recuperagéo
Concentracéo Critério 1%
C<1pgkg? 50% a 120%
1 ug kgt < C <10 pg kg™ 70% a 120%
C>10 pgkg? 80% a 120%

Como pode ser observado nas Tabelas 9 e 10, os resultados obtidos para
repetitividade, reprodutibilidade intralaboratorial e recuperacdo atendem aos critérios de

aceitacdo citados na Tabela 11 para ambos os analitos nas duas concentragdes avaliadas.

A exatiddo do método otimizado também foi avaliada através da analise de
MRC:s, cujos resultados podem ser observados na Tabela 12. Os critérios de aceitacdo da
recuperacdo na analise dos MRCs sdo 0os mesmos mostrados na Tabela 11. Além das
médias das medi¢cdes (x), também sdo considerados os desvios-padrdo das medicdes
realizadas na comparagao com o valor tido como verdadeiro. Para isso, deve-se calcular

a incerteza do processo de medicdo (expressa pelo seu desvio-padrio), op, conforme a

Equacéo 5:
2 Sz ~
op = |0 + - Equacéo 5
Onde:

oL € a incerteza da concentracdo do analito no MRC informada;
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n é o numero de replicatas;

s é 0 desvio-padréo das medidas.

O critério para aceitacdo da exatiddo empregando MRC é:
|X-p[ <2 op

Onde p € o valor certificado do analito no MRC.2

Tabela 12. Resultados da analise dos MRCs com concentracgéo certificada para

metilmercurio. Os resultados, expressos em mg kg™, sdo a média e o desvio padréo de 3

replicatas.
MRC ERM-CE-464 NRC-DORM-4
Analito MeHg MeHg
Valor certificado (L) 55 0,355
Incerteza relativa ao MRC (oL) 0,17 0,028
Valor médio encontrado () 5,3 0,338
Recuperacéo (%) 95,06 95,15
Erro Relativo (%) -4,94 -4,85
|%-1] 0,27 0,017
S 0,109 0,007
s2/n 0,004 0,00002
oD 0,181 0,028
2 oD 0,363 0,057

Pode-se verificar, nas Tabelas 11 e 12, que ambos os critérios para aceitacdo da
exatiddo e precisdao na analise dos MRCs foram aprovados, uma vez que tanto a
recuperacdo como o desvio-padrao das medidas foram adequados.

Foi analisado também o MRC NRC-TORT-2, mas, devido a limitada quantidade
do material de referéncia, apenas uma replicata péde ser analisada. Foi encontrada a
concentragdo de 0,162 mg kg de metilmercurio. Comparando-se com o valor certificado
para este analito (0,152 + 0,013 mg kg*) é possivel calcular uma recuperacéo de 106,3%,

que atende ao critério de aceitacdo do MAPA.
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5.2.4 Seletividade e efeito de matriz

A avaliacdo do efeito de matriz foi realizada através da comparacdo entre as
concentracdes obtidas através de processamento da matriz branca fortificada (amostra
matrizada), em que se utilizam os mesmos resultados obtidos no ensaio de precisao
(Tabela 9 e Tabela 10), e as concentra¢fes do analito puro em solvente (amostra ndo
matrizada), submetidos ao procedimento analitico do método. Os resultados desta
comparacdo estdo descritos na Tabela 13. Foram executadas seis vias em cada nivel de
concentragéo, 10 e 1000 ug kg™. A tabela mostra os resultados de concentracéo obtidos
para 0 analito em solvente (L-cisteina hidrocloridrica monohidratada 1% (m v?) —
amostra ndo matrizada) e os resultados da comparacdo com as amostras matrizadas,

apresentados anteriormente.

Tabela 13. Resultados das concentracBes dos analitos em amostras nao
matrizadas e média das amostras matrizadas. Comparacao entre as médias e avalia¢do do

estudo do efeito de matriz.

iHg MeHg
Replicatas
10pug Lt 1000pgL? 10pg Lt 1000 pg Lt
1 10,6 996,8 10,7 952,7
2 10,5 994,3 10,9 951,5
3 10,8 991,9 10,5 961,3
4 10,6 995,9 10,8 960,3
5 10,4 990,6 10,9 952,6
6 10,7 992,7 10,5 952,4
Média amostra ndo matrizada (ug L™?) 10,6 993,7 10,7 955,1
Média amostra matrizada (ug kg?) 9,6 1006,3 9,7 1007,5
|Erro Relativo| 9,7% 1,3% 9,8% 5,2%

O critério de aceitacdo para o efeito de matriz adotado pelo MAPA?®® estabelece
que a variacdo maxima, expressa como o erro relativo percentual, permitida entre as
médias das amostras brancas fortificadas e das amostras ndo matrizadas néo deve ser
superior a 10% em modulo para cada nivel. A avaliacdo da Tabela 13 permite concluir

que o critério foi satisfeito, pois o erro relativo foi inferior a 10% para todas as condi¢des
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avaliadas. Desta forma, pode-se concluir que a curva de calibragdo preparada em solvente
(curva ndo matrizada) é adequada para quantificacdo dos analitos.

5.2.5 Robustez

Para avaliacdo da robustez do método foi empregado o teste de Youden. Foram
selecionados 7 fatores, descritos na Tabela 14, correspondentes a possiveis alteracdes da
rotina analitica. Os testes foram feitos em duplicata e em ordem aleatéria, fortificando a
mesma amostra branca empregada nos testes de precisdo e exatidédo na concentracdo de

1000 pg mL, correspondente ao TMC.

Tabela 14. Fatores avaliados no teste de Youden, respectivos valores nominais

e variagdes empregadas no estudo de robustez.

Fator Nominal Variagao
Massa de amostra A 0,509 a 0,459
L . 2 vezes (inicio e 3 vezes (inicio, metade
Agitacdo durante a extracdo _
metade do tempo) e final do tempo)
Volume de solugéo de extracdo | C 50 mL c 45 mL

Recipiente da amostra na Frasco de polipropileno

D Vial de vidro ambar

extracao envolto com aluminio
Tempo de aguecimento E 120 min e 135 min
Temperatura do forno F 60 °C f 55 °C
Vial G Vidro ambar g Vidro comum

Foram preparadas 8 amostras em duplicata, totalizando 16 experimentos, com as
combinacBes entre fatores em valores nominais (letra mailUscula) e variagbes (letra

mindscula) como mostrado na Tabela 15.
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Tabela 15. Combinag0es de variagdes nos ensaios do teste de Youden.

Combinacao para 0s ensaios

Fator 1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Clc C ¢ € ¢ € ¢ C c
D/d D D d d d d D D
Ele E e E e e E e E
F/f F f f FF f f F
Gl/g G ¢ g G g G G g

Resultado observado
(média das 2 replicatas)

O efeito da variacdo de cada fator € determinado através da Equacao 6, em que
foram somados os quatro valores correspondentes as letras mailsculas e subtraidos os
valores correspondentes as letras minusculas. Os efeitos calculados sdo plotados em um

gréfico de barras (Figura 12). O exemplo (Equacdo 6) mostra o célculo para o efeito D/d:

Efeito %= (HTT#) - (W) Equagéo 6

A variancia global do conjunto de todos os efeitos é calculada através da
Equacéo 7.
2 V152 +V,52 4352 +V, 52 +V5SE +VS2 +V752 +Vvgs2

s° = Equacdo 7
V1 +V2 +V3 +V4_ +V5 +V6 +V7 +V8

Onde:
si? é a estimativa da variancia do i-ésimo ensaio:
vi = ni— 1 é o nimero de graus de liberdade de si?.

Calcula-se entdo o erro padréo do conjunto de efeitos através da Equagéo 8.

\/?

Erro = > Equacéo 8

55



O erro padrdo méximo, que delimita a linha de significancia tracada no gréfico
dos efeitos, é calculado multiplicando o erro padréo (calculado através da Equacéo 8) por
2,306, que é o valor do t de Student para 8 graus de liberdade com 95% de confianca

realizados em duplicata.

A Tabela 16 mostra os resultados obtidos nas combinagdes avaliadas no teste de
Youden. S&o apresentadas as médias dos resultados das duas replicatas, bem como as
respectivas variancias, a variancia global calculada por meio da Equacdo 7, e 0 erro

padrdo, calculado através da Equacéo 8, para ambos os analitos.

Tabela 16. Resultados do teste de Youden apurados no estudo de robustez, para

duas replicatas.

iHg MeHg
Resultado . -
Conc. Média . Conc. Média .
Observado 1 Variancia 1 Variancia
(g kg™) (g kg™)
S 952 648 960 882
T 1021 8712 1025 9800
U 1051 5 1062 8
\Y/ 1018 7938 1025 8844
w 1049 200 1059 242
X 1002 6050 1007 6050
Y 1017 2312 1024 2245
Z 984 722 989 648
Variancia global 33233 3589,9
Erro padrdo 28,82 29,96
Erro padrdo x 2,306 66,47 69,08

A Figura 12 mostra os gréaficos elaborados plotando-se os valores dos efeitos
calculados para cada fator, segundo a Equacdo 6, e a linha de significancia que indica a
variacdo maxima aceitavel para que se considere que o fator ndo afeta significativamente
o resultado analitico, tragada a partir da multiplicacdo do resultado da Equacéo 8 pelo
valor t de Student (2,306; gl = 8, a = 0,05). E possivel verificar que os valores individuais
dos efeitos sdo inferiores ao erro padrdo maximo para todos os efeitos. Isto indica que o
método é robusto, ndo sendo afetado por alteragdes nos valores nominais nas condi¢des

avaliadas.
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Gl/g Vial

F/f Temperatura
E/e Tempo

D/d Recipiente
Cl/c Volume
B/b Agitacdo
Ala Massa

IHg
Ty 28,88

e 21,88

I 29,13

e 36,38

10,88
11,38
11,37

66,47

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00

b) MeHg
69,08
G/g Vial 30,00

F/f Temperatura 21,25
E/e Tempo 28,50
D/d Recipiente 38,75
C/c Volume 14,75
B/b Agitacdo 12,00
AlaMassa 3 1,75

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00

Figura 12: Valores dos efeitos de cada fator na avaliacdo da robustez. A linha
vertical (linha de significancia) indica o limite maximo de variacdo aceitavel para iHg (a)
e MeHg (b).

O desvio-padrdo dos efeitos (spi) foi calculado através da Equacéo 9:

’ D?
SDi= 2)(271

Onde D;i é o valor do efeito, calculado de acordo com a Equacéo 6.

Equacéo 9

Para o conjunto de fatores analisado o valor de spi deve ser inferior ao desvio-
padrdo obtido em condicGes de reprodutibilidade (RSDr). A Tabela 17 apresenta 0s
desvios-padrao calculados através da Equagdo 9, bem como os resultados de RSDRr,
apresentados nas Tabelas 9 e 10. O desvio-padrao dos efeitos foi inferior ao desvio-padrédo
calculado para os experimentos realizados em condicdes de reprodutibilidade, portanto
pode-se concluir que o conjunto de fatores ndo influencia o resultado, e 0 método como

um todo é robusto.
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Tabela 17. Desvio-padréo dos efeitos avaliados no teste de Youden e desvio-
padrdo em condigdes de reprodutibilidade.

iHg MeHg
Spi 33,21 33,93
RSDr 37,64 4291

Foram avaliadas também as médias e variancias dos valores obtidos para letras
mailsculas e mindsculas, através do teste t e do teste F, para verificar se existiam
diferencas significativas entre os grupos, considerando 95% de confianga. A Tabela 18
mostra a comparacao entre as condi¢cdes nominais (letra maidscula) e as variagoes (letra

minuscula).

Tabela 18. Comparacdo estatistica dos resultados obtidos no teste de Youden
para condicao nominal (letra maiuscula) e variacao (letra mintscula). Os valores de Feritico

e teritico S0 15,44 e 3,18, respectivamente.

A a B b C C D d
960 1059 960 1062 960 1025 960 1062
Concentraio 1025 1007 1025 1025 1062 1025 1025 1025
1062 1024 1059 1024 1059 1007 1024 1059
1025 989 1007 989 1024 989 989 1007
Média 1018 1020 1013 1025 1026 1011 999 1038
Variancia 1797 888 1702 889 2249 293 966 720
F calculado 2,02 1,91 7,69 1,34
t calculado 0,07 0,47 0,59 1,89
E e F f G g
960 1025 960 1025 960 1025
Concentracio 1062 1025 1025 1062 1025 1062
1007 1059 1059 1007 1007 1059
989 1024 989 1024 1024 989
Média 1005 1033 1008 1029 1004 1034
Variancia 1844 301 1846 540 915 1172
F calculado 6,13 3,42 1,28
t calculado 1,23 0,87 1,31
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Para o conjunto de dados avaliados, considerando-se o nimero de graus de
liberdade (GL) igual a 3, pode-se afirmar que as variancias das condigdes sdo
estatisticamente equivalentes, com 95% de confianca, pois para todas as condic¢des o valor
de F calculado foi inferior ao F critico (15,44, distribui¢do bicaudal, a = 0,05,
GL:1 = GL2 = 3). Adicionalmente, pode-se afirmar, atraves do teste t, que as médias dos
resultados nas condi¢des comparadas podem ser consideradas equivalentes, com 95% de
confianca, pois os valores calculados de t sdo inferiores ao t critico (3,18, GL = 3,
a =0,05). Todas estas avaliagcdes demonstram que o método otimizado é robusto frente
as condicdes avaliadas, e que tanto alterac6es individuais dos fatores, como oscila¢fes no
conjunto completo de fatores como um todo n&o influenciam significativamente o

resultado.
5.2.6 Incerteza de Medicao

A incerteza de medicdo foi estimada considerando os procedimentos adotados
pelo MAPA® e pelo Guia EURACHEM??? para determinacéo da incerteza.

O mensurando (a concentracdo do analito) é determinado através da Equacao 10,

que relaciona as grandezas medidas.

L

akd Crar Equagdo 10

C(ugkg™) = ==
Onde:
L ¢é a concentragdo do analito prevista pela curva de calibragdo, em pg L?;
V é o volume de diluicdo da amostra, em mL;

m é a massa da amostra, em g;

Crer € 0 componente de incerteza oriundo da repetitividade e reprodutibilidade
intralaboratorial.

Para cada componente da Equacdo 10 foram elencadas as fontes de incerteza que
podem contribuir para que ocorra algum desvio do valor medido em relagdo ao valor
considerado verdadeiro. Cada fonte teve sua contribuicdo estimada e os valores foram

combinados para compor a incerteza de cada componente. Foram consideradas:
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V.

Massa

a. Erro maximo admissivel da balanga, determinado de acordo com a
classe de balanca utilizada e a faixa de pesagem;

b. Efeito da resolucdo da balanca, resultante da incerteza na Gltima casa
decimal mostrada no visor;

c. Erro de excentricidade da balanca, de acordo com o certificado de
calibracéo.

Volume

a. Erro médio do volume dispensado pelo dispensador, obtido atraves
da diferenca entre o volume dispensado e o volume ajustado
(nominal);

b. Efeito da variacdo da temperatura, levando em consideracdo a
dilatacdo volumeétrica do liquido e uma variacéo de £ 5 °C;

c. Repetibilidade do volume dispensado pelo dispensador,
correspondente ao desvio-padrao de um grande nimero de medidas
(n =30).

Leitura

a. VariacOes aleatorias na medicdo da resposta instrumental (y);

b. Alteracdo sistematica das concentracdes (X) e respostas instrumentais
(y) decorrentes de diluicdes sucessivas de uma solugdo concentrada;

c. Efeitos aleatorios resultando em erro nos valores de referéncia da
curva de calibracéo (x);

d. Desvios provenientes de uma correlacdo imperfeita.
Obs: Considerando uma curva caracterizada pela equagéo y = a + bx:

R&r

Este componente corresponde a incerteza oriunda da repetibilidade e

reprodutibilidade intralaboratorial. S&o englobados todos os fatores que podem ser

alterados durante a execucdo rotineira do método, considerando-se a medicdo do analito

em um numero significativo de replicatas. Neste trabalho o analista e os dias da analise

foram variados e a incerteza foi calculada considerando-se o desvio-padrdo de todas as

medicoes.
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Os coeficientes de sensibilidade para cada componente foram calculados e as

incertezas padrédo dos componentes individuais foram combinadas. A incerteza padrdo

expandida foi calculada empregando um fator de abrangéncia k igual a 2, que corresponde

a uma probabilidade de 95,5% de o valor verdadeiro da medicdo estar compreendido no

intervalo especificado. As planilhas completas detalhando os célculos da incerteza estéo

disponiveis no Anexo B. Os valores de incerteza estimados para cada um dos analitos

estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19. Incerteza estimada do método.

iHg MeHg
Incerteza Uexp (g kg?) 37,7 38,9
Incerteza Uex relativa (%) 3,75 3,86

Para que 0 método analitico seja considerado adequado, 0 MAPA® estabelece

limites maximos para a incerteza padrdo, que sdo calculados através da Equacédo 11:

LD\ 2
Ur = \/(7) + (a X C)? Equacdo 11
Onde:
Ur é a incerteza de medicéo padrdo maxima, pg kg?;
LD é o limite de detecgdo do método, pg kgt;
C é a concentragdo, pg kg?;
a ¢ um fator numérico adimensional tabelado relacionado a concentracéo.

Os valores de a utilizados no calculo da incerteza padrdo maxima sao informados

na Tabela 20.
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Tabela 20. Valores de a, para cada faixa de concentragéo, a serem utilizados no

calculo da incerteza padrdo maxima.

Concentracéo (ug kgb) o
<50 0,2
51 a 500 0,18
501 a 1000 0,15
1001 a 10000 0,12
> 10000 0,1

Na Tabela 21 sdo mostrados os valores de incerteza padrdo maxima aceitavel
para cada analito na concentragio de 1000 pg kg, calculados a partir da Equagdo 11 e
dos dados mostrados nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 21. Incerteza padrdo maxima aceitavel para cada analito.

iHg MeHg

LD, ug kg 0,69 2,78
o 0,15 0,15

Ur, ug kg™ 150 150

Observando-se os dados apresentados nas Tabelas 19 e 21, pode-se constatar que
a incerteza do método é adequada ao uso pretendido, pois as incertezas para ambos 0s

analitos sdo inferiores ao valor maximo permitido, atendendo aos critérios estabelecidos.

Comparando-se a incerteza do método de referéncia da FDA?, que apresenta o
valor de incerteza expandida de 20% (com 95% de confianga), com a incerteza calculada
no presente trabalho, verifica-se que esta € inferior, e portanto, 0 método otimizado

apresenta uma melhora neste parametro.
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5.3 Analise das amostras
5.3.1 Analise de elementos totais

A determinagéo da concentragéo total dos elementos investigados foi executada
conforme o procedimento descrito no item 4.4.3. Esta analise foi executada para medir a
concentracdo total de mercurio, através de método oficial, a fim de possibilitar o calculo
da eficiéncia de extragdo; bem como para caracterizar as amostras analisadas quanto aos
outros contaminantes inorganicos de interesse, sob o ponto de vista da seguranca
alimentar. Os resultados sdo apresentados na Tabela 22 para os MRC, e na Tabela 23 para

as amostras.

Tabela 22. Resultado da anlise dos MRCs para As, Cd, Pb e Hg (totais). Os

resultados (mg kg) sio a média e desvio padréo (n = 3).

Analito Encontrado Certificado Recuperacéo (%)

NRC-DORM-4

As 623 + 025 687 = 044 90,7

Cd 0,301 + 0,023 0,299 + 0,018 100,8

Hg 0433 + 0,017 0412 =+ 0,036 105,1

Pb 0,392 + 0,030 0,404 =+ 0,062 97,0
NRC-TORT-2

As 192 + 10 216 + 18 88,8

Cd 278 + 13 26,7 = 06 104,0

Hg 030 + 002 027 + 0,06 110,9

Pb 040 =+ 0,06 03 + 013 114,7
ERM CE-464

Hg 548 + 0,07 524 + 0,10 104,6

A recuperagdo dos elementos investigados nos MRCs variou de 88,8% a
114,7%, que atende aos critérios de recuperagdo adotados pelo MAPA, apresentados na
Tabela 11.
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Tabela 23. Concentracdo (ug kg?) e desvio padrdo (nimero de replicatas de

leitura da amostra no ICP-MS igual a 5) de As, Cd, Pb e Hg (totais) nas amostras. LQ:

As: 2,97 ug kgt; Cd: 0,29 pg kgt; Pb: 5,59 pg kg*; Hg: 6,92 ug kg™
Amostra As Cd Pb Hg

1 1786 + 31 4,22 + 0,27 <LQ 86,5 = 0,9
2 2953 + 18 11,1 + 04 <LQ 38,2 £ 0,2
3 1980 + 28 105 + 6 594 + 0,29 345 + 18
4 1178 + 62 583 + 0,32 <LQ 179 + 36
5 2026 = 158 8,41 + 0,98 <LQ 174 + 16
6 4357 + 318 548 + 0,40 <LQ 476 = 102
7 4049 £ 34 0,50 £ 0,12 <LQ 88,9 + 0,8
8 1725 + 18 16,2 + 19 <LQ 212 + 3
9 1420 + 68 4,15 £ 045 <LQ 128 + 7
10 162 + 19 0,66 £ 0,19 475 + 7,8 114 + 19
11 789 £ 5 538 + 0,18 8,92 + 0,19 555 + 8
12 1070 = 84 519 + 0,58 <LQ 360 £ 4
13 748 + 17 441 + 0,10 <LQ 221 +

14 1568 + 20 558 + 0,14 <LQ 387 £ 6
15 8,65 + 1,17 2,07 £ 0,58 <LQ 425 = 55
16 1514 + 56 2,70 £ 0,68 <LQ 358 £ 74
17 1282 = 14 599 + 0,19 <LQ 451 = 29
18 2201 + 179 4,65 + 0,65 <LQ 155 + 27
19 3,80 £ 0,23 0,78 £ 0,10 565 + 0,22 608 + 8
20 1712 + 164 269 £ 26 <LQ 360 = 30
21 7077 £ 630 3,30 £+ 0,17 <LQ 244 + 23
22 3690 + 27 153 + 14 <LQ 929 + 10
23 6917 + 613 1,84 + 0,09 <LQ 243 + 26
24 2822 + 66,5 219 + 041 <LQ 1194 = 31
25 6944 + 78,6 119 + 11 <LQ 1160 = 15
26 15918 + 996 2,60 = 0,08 8,76 £ 1,40 106 + 23
27 207 £ 20,5 1,63 + 0,38 <LQ 1609 = 18
28 4843 + 81,7 3,33 £ 0,47 <LQ 102 + 8
29 2776 = 323 104 + 2,3 <LQ 334 + 4,2
30 2613 £+ 279 3,17 + 0,74 <LQ 901 = 60

Nota: Destacadas as concentracdes superiores aos limites maximos estabelecidos
pela ANVISA’ — As: 1000 ug kg; Cd: 50 a 300 pg kg™ (limite maximo varia de acordo
com a espécie); Pb: 300 pug kgt; Hg: 500 pg kg para pescado em geral, 1000 pg kg
para especies predadoras.
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Pode-se observar na Tabela 23 que a concentracdo total média de mercurio nas
amostras variou entre 33,4 ug kg e 1609 pg kg™. A comparacéo destas concentracdes
com os limites estabelecidos pela ANVISA,” que determina limites diferentes para
pescado de espécies predadoras e nao predadoras, € limitada pela falta de informacéao da
espécie de cada amostra. Considerando-se que todas as amostras sdo provenientes de
espécies predadoras, em trés delas a concentracdo de mercurio estad acima do limite
maximo permitido, que é 1000 ug kg™. Por outro lado, considerando-se que as amostras
sdo provenientes de espécies ndo predadoras, em 7 delas a concentracdo de mercurio esta
acima do limite. A distribuicdo de concentracBes das diferentes espécies de Hg sera
abordada no decorrer deste capitulo.

Para cadmio também héa diferentes limites maximos estabelecidos, de acordo
com a espécie de pescado, variando de 50 a 300 pg kg, conforme mostra a Tabela 24.
Considerando o menor limite, de 50 pg kg, apenas uma das amostras teria concentrago

de cadmio (105 pg kg?) superior ao limite maximo estabelecido.

Tabela 24. Limites maximos permitidos pela ANVISA para cddmio em pescado.

Espécie de pescado Limite Maximo (ug kg?) ’
Peixe espada e anchova 300
Peixe melva 200
Peixes bonito, carapeba, enguia, tainha, jurel, 100
imperador, cavala, sardinha, atum e linguado
Outros peixes 50

Quanto ao chumbo, cuja concentragéo limite € 300 pg kg, em todas as amostras

a concentracao encontrada do elemento foi inferior ao limite maximo permitido.

Jé& para arsénio, apenas 6 das 30 amostras apresentaram concentracdo inferior ao
limite maximo de 1000 pg kg*. Entretanto, isto ndo é alarmante, pois conforme reportado
extensivamente,®”9>136-138 3 major parte do arsénio presente em pescado esta na forma de
arsenobetaina, uma espécie nao tdxica para os seres humanos. A concentracdo de arsénio
presente nas formas inorganicas — As (111) e As (V) — que apresentam a maior toxicidade,
correspondem a uma pequena fragdo do arsénio total,**® como ser4 demonstrado através

da andlise de especiacdo quimica apresentada no decorrer deste trabalho.
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E importante salientar que as amostras selecionadas para este estudo foram
escolhidas entre aquelas que j& haviam sido analisadas e que tinham concentracfes
consideraveis de Hg, distribuidas ao longo de uma ampla faixa de valores. Estas amostras
foram selecionadas ao longo de 3 anos, de forma que ndo se pode inferir que os elevados
teores de contaminantes apresentados sejam equivalentes a uma amostragem aleatdria.
Pelo contrario, buscou-se selecionar amostras com um grau de contaminagdo apreciavel.
Os relatorios que apresentam os resultados do PNCRC, publicados anualmente, mostram
que o percentual de amostras com concentracdo de Hg acima dos limites maximos

permitidos é baixo, geralmente inferior a 1%.4°
5.3.2 Andlise de especiacdo quimica de mercario nas amostras de pescado

A andlise de especiacdo quimica de mercurio nas amostras € nos MRCs foi
executada com o método otimizado e validado. A concentragdo de mercurio total foi
estimada pela soma das espécies metilmercurio e mercurio inorganico, e comparada com
a concentracdo determinada pelo método de quantificacdo de elementos totais. A
eficiéncia de extragdo foi calculada dividindo-se a soma das espécies de mercurio obtidas
na andlise de especiacdo pela concentragdo de mercurio determinada na andlise de
elementos totais, apos decomposicdo da amostra por micro-ondas e quantificacdo por
ICP-MS. Os resultados das anélises dos MRCs foram apresentados na Tabela 12 e os

resultados das amostras podem ser apreciados na Tabela 25.

Os resultados da analise das amostras revelaram que a maior parte do mercurio
presente estd na forma de metilmercario, uma vez que o percentual médio desta espécie
em relagdo ao mercurio total (determinado pela soma das concentracdes de MeHg e iHg
na analise cromatogréfica) foi 96,2% nas amostras, variando de 88,2% a 98,5%.
Levantamentos realizados pelo comité do Codex Alimentarius registraram que a fracéo
de metilmercdrio em pescado é de aproximadamente 85%, mas apresenta grande variacdo
entre espécies.® Estudos mais recentes apontam que em peixes predadores 94% do
mercurio presente se encontra na forma de metilmercurio,**! resultados concordantes com
os encontrados neste trabalho. A eficiéncia de extracdo variou entre 84,3% e 117,8%,

sendo que a média foi 100,0%.
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Tabela 25. Concentracdo média e desvio padréo (nimero de replicatas de leitura

da amostra no ICP-MS igual a 5) de mercurio total determinada por ICP-MS,

concentracdes das especies metilmercurio e mercurio inorganico determinadas por LC-

ICP-MS, soma das espeécies de mercurio determinadas, eficiéncia de extracdo e percentual

de metilmercurio nas amostras. As concentracdes sdo expressas em (pg kg?).

: Soma Eficiéncia de
Amostra Hg iHg MeHg (iHg + MeHg) Extracio (%) % MeHg
1 86,5 + 0,9 2,13 (<LQ) 99,7 102 117,8 97,9
2 382 + 0,2 2,89 (<LQ) 38,8 41,7 109,2 93,1
3 345 + 18 3,37 (<LQ) 351 38,5 111,7 91,2
4 179 + 36 4,36 (<LQ) 196 201 111,9 97,8
5 174 + 16 17,2 151 169 96,6 89,8
6 476 = 102 13,5 457 470 98,7 97,1
7 88,9 + 0,8 1,64 (<LQ) 97,0 98,7 111,0 98,3
8 212 £ 3 11,4 210 222 104,5 94,9
9 128 + 7 3,71 (<LQ) 123 126 98,3 97,1
10 114 + 19 1,56 (<LQ) 104 106 92,7 98,5
11 555 + 8 11,4 527 539 97,1 97,9
12 360 + 4 5,39 (<LQ) 349 354 98,3 98,5
13 221 £ 5 7,97 (<LQ) 225 233 105,6 96,6
14 387 £ 6 17,9 399 417 107,8 95,7
15 425 = 55 8,22 (<LQ) 466 474 111,5 98,3
16 358 + 74 10,5 361 371 103,6 97,2
17 451 £+ 29,2 14,5 430 445 98,7 96,7
18 155 + 27 2,95 (<LQ) 132 135 87,2 97,8
19 608 + 8 13,5 574 587 96,6 97,7
20 360 + 30 10,7 293 303 84,3 96,5
21 244 + 23 3,77 (KLQ) 224 228 93,6 98,3
22 929 + 10 25,8 813 838 90,3 96,9
23 243 + 26 543 (<LQ) 227 232 95,4 97,7
24 1194 + 31 25,7 1020 1046 87,6 97,5
25 1160 = 15 23,8 1241 1264 109,0 98,1
26 106 + 23 3,56 (<LQ) 93,7 97,2 92,0 96,3
27 1609 * 18 145 1409 1554 96,6 90,7
28 102 + 8 2,71 (<LQ) 85,1 87,8 86,0 96,9
29 334 + 472 4,42 (<LQ) 33,2 37,6 1127 88,2
30 901 + 60 18,9 821 840 93,3 97,8
Média 100,0 96,2
Desvio padrao 9,2 2,8
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O perfil de distribuicdo das espécies de mercurio determinadas no presente
trabalho sugere que uma triagem prévia de amostras mediante determinacéo de mercurio
total, que é mais simples e de menor custo, se comparada com a anélise de especiacdo
quimica, é viavel. Esta pratica é sugerida pelo Codex Alimentarius®, e neste caso
considera-se que 100% do mercurio esta presente na forma orgénica. Contudo, a
realizacdo da analise de especiacdo quimica de mercurio em amostras com concentracao
de mercurio total acima do limite maximo é importante para avaliar a qualidade destes

produtos e a necessidade de descarte de alimentos inadequados para consumo.

A elevada proporcdo de metilmercurio em relagdo ao mercurio total sugere a
existéncia de forte correlacdo entre as concentracdes das duas espécies. Na Figura 13 é
possivel observar que o coeficiente de correlacdo de Spearman (r) é positivo e proximo a
1 (r =0,9927, p < 0,05) para MeHg em relacdo a tHg. As concentracGes de iHg e tHg
também apresentaram correlacdo forte. Quando a concentracdo de iHg na amostra n® 27
(145,06 ug kg?, concentragdo mais elevada entre todas as amostras) foi considerada
outlier, o coeficiente de correlacdo foi de 0,8850 (p < 0,05). Caso a concentracdo de iHg
encontrada na amostra no 27 fosse incluida, o coeficiente de correlagdo (considerando as
30 amostras) seria de 0,7625 (p < 0,05).

1600 40
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1200 b . 30
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%, 1000 ¢ A P 25 o~
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Figura 13: Correlacdo de Spearman entre as concentragdes de MeHg (m) e tHg
(n=30), e iHg (e) e tHg (n = 29).
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Ao considerar as diversas legislagdes aplicadas a pescado quanto a concentracao
de metilmercdrio, diferentes conclusdes sdo obtidas. A legislagdo dos Estados Unidos®
estabelece que o limite maximo para metilmercurio em pescado de quaisquer tipos é de
1000 pg kg, logo 3 amostras que apresentaram concentracio de mercurio total acima
deste valor também apresentando concentracdo de metilmercuario superior ao limite. A
legislagdo adotada pela China®! leva a conclusdo similar, considerando que as amostras
pertencem a espécies carnivoras de peixes, uma vez que o limite maximo de
metilmercirio permitido para este tipo de pescado também é de 1000 pg kg™. O Japdo
adota legislacdo mais restritiva entre os paises citados, estabelecendo um limite de
300 pg kgt para MeHg e 400 pg kg para tHg (com algumas excecdes). Neste caso, 17
das 30 amostras atendem ao primeiro critério (maximo de 300 pg kg de MeHg) e 19

amostras atendem ao segundo (maximo de 400 pg kg* de tHg).

A falta de um consenso na legislacdo internacional estabelecendo o limite
maximo para concentracdo de mercurio em pescado dificulta a analise e classifica¢do dos
resultados. Outra questdo importante refere-se aos diferentes limites maximos adotados
para diferentes espécies de peixes. Tais limites sdo definidos considerando os niveis de
contaminagdo presentes em cada espécie, analisando a posicdo da espécie na cadeia
alimentar. Esta definicdo visa ajustar a regulamentacéo a situacao que leve a rejeicdo de
produtos da pesca a niveis aceitaveis. Entretanto, a luz da seguranca alimentar, o
consumidor final raramente tem conhecimento para entender e subsidiar as escolhas de
consumo, de forma que a adocdo de diferentes limites maximos deste contaminante
parece contraditoria, pois produtos com concentracGes elevadas de mercurio podem estar
disponiveis no mercado e serem considerados adequados pelos 6rgdos de controle. E
importante que a discuss@o sobre as regulamentagdes avance, subsidiada por estudos de
ocorréncia e biodisponibilidade, a fim de que sejam estabelecidos niveis seguros de
consumo. Além dos aspectos discutidos acima, a exposi¢do ao contaminante também esta
diretamente relacionada aos diferentes habitos e costumes alimentares, como por
exemplo, a taxa de consumo de peixes e derivados por habitante e a forma de preparo dos
alimentos. Portanto, é importante que estudos cientificos sejam conduzidos no sentido de

promover a discussao e o debate acerca da seguranga alimentar.
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5.3.3 Anélise de especiacao quimica de arsénio nas amostras de pescado

As amostras de pescado foram submetidas a analise de especiacdo quimica de

arsénio visando a quantificacdo de arsénio inorganico, expresso pela soma das espécies

As (111) e As (V). Os resultados séo apresentados na Tabela 26.

Tabela 26. Concentracdo (ug kg?) de arsénio total (tAs) e arsénio inorganico

(iAs) (expresso pela soma das espécies As (IIl) + As (V)) nas amostras. LQ (iAs):

11,09 pg kg™.

Amostra tAs i1As
1 1786 + 31 <LQ
2 2953 + 18 <LQ
3 1980 + 28 <LQ
4 1178 + 62 <LQ
5 2026 = 158 <LQ
6 4357 + 318 <LQ
7 4049 + 34 <LQ
8 1725 + 18 <LQ
9 1420 + 68 <LQ
10 162 + 19 <LQ
11 789 + 5 <LQ
12 1070 + 84 <LQ
13 748 + 17 <LQ
14 1568 + 20 <LQ
15 865 + 1,17 <LQ
16 1514 + 56 <LQ
17 1282 + 14 <LQ
18 2201 = 179 <LQ
19 3,80 + 0,23 <LQ
20 1712 + 164 <LQ
21 7077 = 630 <LQ
22 3690 = 27 <LQ
23 6917 *= 613 <LQ
24 2822 * 67 <LQ
25 6944 + 79 <LQ
26 15918 =+ 996 17,25
27 207 + 21 <LQ
28 4843 + 82 <LQ
29 2776 = 323 <LQ

30 2613 = 279 <LQ
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E possivel observar que, apesar de 24 amostras terem concentracdo de arsénio
total superior ao limite de 1000 ug kg?, a concentracdo das espécies inorganicas do
elemento é muito baixa. Apenas na amostra de numero 26 a concentracéo de iAs estava
acima do LQ. Nesta amostra a concentragdo de arsénio total era 15918 ug kg, de forma
que a concentracdo de iAs correspondeu a apenas 0,11%. Considerando as
regulamentacges internacionais que estabelecem limites para As em funcéo de iAs, este
resultado estaria em conformidade: o teor maximo de iAs em pescado adotado pela

China® ¢ 100 pg kg* e pela Australia e Nova Zelandia'#? é de 2000 pg kg™.

Este resultado corrobora conclusdes obtidas em estudos ja publicados, que
apontam que apenas uma pequena fracdo do arsénio total corresponde a espécie mais
toxical**1%®. Gao e colaboradores'*’ observaram que raramente a fragdo de iAs supera
2% do tAs, e mostraram a existéncia de correlacdo entre estas concentragdes em um
estudo envolvendo 79 amostras de pescado. Resultados similares foram reportados por
Mania et al. 1*® em outro estudo contemplando 55 amostras, em que os pesquisadores

concluiram que o teor de iAs é baixo e ndo representa um risco a saude.

Paises da Unido Europeia tém continuamente discutido este tema. O ultimo
relatorio elaborado pela autoridade de seguranca alimentar europeia indica que a
proporcao relativa de iAs em relacdo ao tAs em peixes e frutos do mar é pequena, e tende
a diminuir & medida que a concentragio de tAs aumenta.'*® Neste sentido, 0 grupo vem
realizando avaliacGes da exposicdo alimentar ao arsénio inorganico, e concluiu que os
alimentos que mais contribuem para a ingestao sao arroz e derivados, grdos e agua, sendo

que pescado ficaram de fora desta lista.'3®

Considerando a seguranca alimentar com respeito ao consumo de pescado, uma
especificacéo de limites baseada em concentracédo de iAs, como ja é adotado pela China®t,
Australia e Nova Zelandia'#?, parece mais adequada. Entretanto, a complexidade e o custo
elevado da anéalise de especiacdo quimica fazem com que a execucdo rotineira desta
analise ainda seja pouco difundida, e consequentemente restringem a adocdo de
regulamentacOes baseadas em iAs. Existe, ainda, uma lacuna de conhecimento neste
contexto, e algumas questdes sequem em discussio. E necessario aprofundar os estudos
de ocorréncia das espécies de arsénio nos diferentes produtos da pesca, buscando

construir modelos que correlacionem as concentracGes das diferentes espécies em cada
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produto. Desse modo, a necessidade e o valor de um limite méximo de As poderéo ser
avaliados, bem como em termos de qual espécie devera ser estabelecido.
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6 CONCLUSOES

O método para especiacao quimica de mercurio por LC-ICP-MS foi otimizado e
validado, permitindo a quantificacdo de metilmercurio e mercurio inorganico em pescado
conforme os procedimentos adotados pelo Ministério da Agricultura preconizados no
Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA e na Orientacdo Sobre Validacao
de Métodos Analiticos do INMETRO. O método tem sensibilidade, preciséo, exatidao,
robustez e incerteza de medicdo adequados, atendendo a todos 0s requisitos estabelecidos

para sua utilizacéo.

Os parametros de validagdo foram avaliados em dois niveis de concentracao,
10 pg kgt e 1000 pg kg™. Para o nivel mais baixo foram obtidas recuperagdes médias de
96,0% e 97,3% para mercdrio inorganico e metilmercurio, respectivamente. Para o nivel
mais alto a recuperacdo media foi 100,8% para ambas as espécies. A exatidao foi avaliada
através da analise de trés MRCs, sendo obtidas recuperacdes 95,1% a 106,3%. O método
apresentou o LQ de 2,08 ug kg para iHg e 8,39 ug kg para MeHg, que representam
valores adequados ao uso pretendido. A incerteza de medicao estimada para 0 método foi
de 37,7 ug kg e 38,9 ug kg para mercurio inorganico e metilmercdrio, respectivamente,

valores estimados no nivel correspondente ao limite maximo permitido.

A otimizacdo dos parametros instrumentais permitiu a reducdo do tempo de
analise de 5 min para 4 min, quando se compara 0 método estabelecido pela FDA com o
presente trabalho. O LQ determinado neste trabalho foi mais baixo que o apresentado pela
metodologia do FDA para MeHg, que € 28 pg kg, e também foi estimada uma incerteza
inferior aquela informada pelo método de referéncia para esta espécie. O método de

referéncia ndo apresentou os valores de LQ e incerteza para a espécie iHg.

Na analise de 30 amostras de pescado foi encontrada concentracdo de mercuario
variando de 33,4 pg kg até cerca de 1600 ug kg*. Considerando-se que o limite maximo
permitido pela ANVISA’ para merclrio em pescado de espécies predadoras é
1000 pg kg, em trés amostras a concentragdo de mercdrio era superior a este limite. O
percentual médio de metilmercurio em relagdo ao mercurio total nas amostras foi 96,2%.
A eficiéncia de extracdo das espécies de mercurio foi de 84,3% a 117,8%, sendo a
eficiéncia de extragdo média igual a 100,0%. Foi observada forte correlacdo positiva entre

as espécies metilmercurio e mercurio inorganico em fungdo da concentracao total de
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mercdrio, indicando que a concentracdo de ambas as espécies aumenta a medida que a de

mercurio total aumenta.

Para andlise de arsénio, apesar de 24 das 30 amostras terem apresentado
concentragéo superior ao limite maximo (1000 pg kg?) estabelecido pela ANVISA' na
andlise de elementos totais, a concentragdo de arsénio inorganico foi inferior ao limite de
quantificacdo (11,09 pg kg™t) para 29 das 30 amostras. A nica amostra que exibiu teor
de arsénio inorganico quantificavel apresentou a concentragdo de 17,25 pg kg?, o que
equivale a uma fragéo de 0,11% do arsénio total da respectiva amostra. Isto indica que a
contaminagdo por arsénio nao representa um risco a seguranca alimentar, uma vez que as

espécies menos toxicas de arsénio sdo predominantes em pescado.

Uma das amostras apresentou concentracéo de Cd de 105 pg kg™, concentragéo
que pode estar acima do limite maximo estabelecido, uma vez que o teor maximo varia
de 50 pg kg a 300 pg kg, a depender da espécie. Em nenhuma das amostras analisadas
a concentragdo de Pb foi superior ao limite maximo permitido pela ANVISA’, que é
300 pg kg™.
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ANEXO A

Concentracbes das solugbes de calibracdo e area dos picos cromatograficos

correspondentes, em CPS, para mercurio inorganico (iHg) e metilmercurio (MeHg), para

6 curvas de calibracéo.

Concentracéo (ug L) 0,1 0,5 1 5 10

19161 88990 176349 861768 1756954

20078 89450 178254 868828 1785033

) 19421 90348 175924 869839 1747511
" 19125 88335 174263 866648 1739255
19608 88635 144330 1020824 1756644

19725 87905 177447 860390 1883656

18274 75019 150675 726282 1492762

19930 78169 152078 728747 1496130

18410 77781 148951 733212 1461857

MeHg 20964 76624 150366 724358 1461072
17610 78228 135390 860559 1462050

18855 79403 151686 720096 1586274
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ANEXO B

Estimativa da incerteza do método de especiagdo quimica de mercurio em
pescado por LC-ICP-MS.

Estimativas de entrada iHg MeHg
L (ug LY 10,08 10,10
m (g) 0,501 0,501
V (mL) 50 50
Concentragéo calculada (pg kg™) 1006,3 1007,5
Incerteza (ug kg™) 37,7 38,9
Incerteza relativa (%) 3,7 3,9

Equacdo do mensurando:

XV

1 L
C (P—g kg ) = + Crar

Onde:

L é a leitura de concentracdo do analito prevista pela curva de calibragéo,

em pg L™
V € o volume de diluicdo da amostra, em mL;
m é a massa da amostra, em g;

Crer € 0 componente de incerteza oriundo da repetitividade e reprodutibilidade

intralaboratorial.
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Planilha de Incerteza para Pesagem da Amostra

. Descric¢édo da contribuicéo de Estimativa de Unidade Distrib.de . . Incerteza Coeficiente Cont_rlbuu;ao Vi
Simb. incerteza Variacio (2) e Probab Divisor Padrio de paraincerteza ou
@O medida ' Sensibilidade ) Vet
mi  Erro maximo admissivel da balanca 0,0150 g retangular 1,73 0,00866 1,0000 0,00866 o0
R Efeito da resolucédo da balanga 0,0005 g retangular 1,73 0,00029 1,0000 0,00029 o0
E Erro de excentricidade da balanca 0,0020 g triangular 2,45 0,00082 1,0000 0,00082 0
u(m) = 0,009
m Massa da amostra 0,0175 g t-Student k= 2,00 0
U= 0,017
Planilha de Incerteza para Dilui¢cdo da Amostra
. - o . Estimativa de Unidade Distrib. de . . Incerteza Coeficiente Cont.rlbuu;ao Vi
Simb. Descricdo da contribuicdo de incerteza variacio () de Probab Divisor Padrio de paraincerteza ou
O medida ' Sensibilidade (ML) Ve
Vi Erro médio do dispensador 0,033 mL Retangular 1,73  0,01899 1,0000 0,0190 o0
T  Efeito da variagdo da temperatura (+5°C) 0,0525 mL Retangular 1,73  0,03033 1,0000 0,0303 0
Desvio padréo do erro médio do volume ) o mL  Normal 100 001550  1,0000 00155 29
do dispensador
\Y, Volume da amostra 0,1009 mL t-Student k= 200 u(\3 f 88?: 0
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Incerteza da Repetibilidade e Reprodutibilidade

Replicata i ng i . M_eHg i
Dial Dia 2 Dia 3 Dial Dia 2 Dia 3

1 1041,69 995,16 1013,53 1041,49 1001,68 999,36

2 1033,17 971,81 991,25 1043,75 971,47 982,04

3 1012,89 958,99 1024,95 1021,11 956,72 1012,64

4 1019,48 994,69 1022,28 1041,19 1001,27 1014,48

5 1052,09 962,30 1021,49 1063,14 964,54 1009,12

6 1031,17 992,72 1024,57 1048,56 994,43 1015,58

Média 1009,12 1010,14
Desvio Padréo (s) 26,59 29,97
CV (%) 2,63 2,97
n 18 18

Incerteza Tipo A (\/iﬁ) 6,27 7,06
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Incerteza da Curva de Calibracdo, com ajuste pelo Método dos Minimos

Quadrados Ponderados (MMQP)

Equacdes de Calculo

u(xpred; y) = /var(xpred)

2 _ Y wi(y; — }’fi)z

S n-2)
var(yobs)
var(xpred) =
2 1 (xprea — f)z
b+ S| Ly Core
bt 2w <Z(Wixi2) - Wixi)2>
x Wi
Onde:

y € o sinal analitico (area do cromatograma)

Xpred € @ concentracdo da amostra interpolada na curva de calibragéo

bo e b1 sdo os coeficientes linear e angular da curva de calibracéo,

respectivamente

w; € o fator de ponderagéo (peso)

Xi € a concentracdo de cada nivel da curva de calibracdo

X é a concentracdo média de cada nivel da curva de calibracéo

(i - yri) € o residuo da curva para o i-ésimo ponto
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Incerteza da Curva de Calibracdo, com ajuste pelo Método dos Minimos
Quadrados Ponderados (MMQP) — iHg

x Concentracéo Area Fator deN Area . Concentragéo
Padrdes 1 - ponderacao Residuo
(ug L) Média e Calculada Calculada
(Wi=1/x:?)
Padréo 1 0,0 0 0,00 2136 2136,127 -0,0123
Padrdo 2 0,1 19520 100,0 19518 -2,103 0,1000
Padrdo 3 0,5 88944 4,00 89043 99,478 0,4994
Padrdo 4 1,0 176349 1,00 175950 -398,504 1,0023
Padrdo 5 5,0 861768 0,04 871208  9439,969 4,9457
Padrdo 6 10,0 1756954 0,01 1740280 -16674,189 10,0959
Equacao linear y =bo + b1 X
Coeficiente angular (b1) 173814 N° de pontos 5
Coeficiente linear (bo) 2136,1 2= 2181213
Erro Padréo 8745,3
Xpred (g L'l) 10,08
U(Xpred) = u(L) 0,03156
Var(Xpred) 0,00100
Y (WiXi?) 5,00
> Wi 105,0500
o wixi)?/ Y wi) 1,6839
((Wiki)2- (Cwixi)* 3 wi)) 3,32
1/ wi 0,009519
(Xpred - X)? 45,6976
var(Yobs) 706,9
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Incerteza da Curva de Calibracdo, com ajuste pelo Método dos Minimos

Quadrados Ponderados (MMQP) — MeHg

< " Fator de " «
Padrées Concent(?(;ao A,reg ponderacio Area Residuo Concentracdo
(ug L) Média DA Calculada Calculada
(Wi=1/x:?)
Padrdo 1 0,0 0 0,00 4352 4351,510 -0,0297
Padrdo 2 0,1 19007 100,0 19001 -6,079 0,1000
Padrdo 3 0,5 77537 4,00 77599 62,062 0,4996
Padrdo 4 1,0 150675 1,00 150847 172,279 0,9988
Padrdo 5 5,0 726282 0,04 736830  10548,355 4,9280
Padrdo 6 10,0 1492762 0,01 1469309 -23452,801 10,1601
Equacao linear y =bo + b1 X
Coeficiente angular (b1) 146496 N° de pontos 5
Coeficiente linear (bo) 4351,5 2= 3333278
Erro Padréo 10888,6
Xpred (Mg L) 10,10
U(Xpred) = u(L) 0,04642
var(Xpred) 0,002155081
Y (WiXi?) 5,00
> Wi 105,0500
o wixi)?/ Y wi) 1,683864826
((Wiki)2- (Cwixi)* 3 wi)) 3,32
1/ wi 0,009519277
(Xpred - X)? 45,9684
var(Yobs) 898,2
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Coeficientes de Sensibilidade

Equacgéo do mensurando:

o LxV
Clug kg™) = T"‘ Crar

Estimativas de Entrada

Dados - Unidade
IHg MeHg
L 10,08 10,10 Hg/kg
m 0,501 0,501 g
V 50 50 mL
) o Coeficiente de Sensibilidade
Derivadas parciais
iHg MeHg
Leitura oc_ v 99,8 99,8
daL m
Volume ¢ _ L 20,1 20,2
VvV m
Massa o __ v -2008,0 -2011,9
am m2
Crer oc_ _ 1 1
0Crar
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Planilha global de Incerteza — iHg

o Unidade . . . Coeficiente  Contribuicéo Vi
. - L . Estimativa de Distrib. de . . Incerteza :
Simb.  Descricéo da contribuicdo de incerteza Variacio (2) de Probab Divisor Padro de paraincerteza ou
$a0 (2 Medida ' Sensibilidade  em pg kg Veff
L Incerteza da leitura na curva de calibracdo 0,032 Hg/kg t-Student 1,00 0,032 99,800 3,150 25
Incerteza da Repetitividade e
Crer Reprodutibilidade Intralaboratorial 6,267 ) t-Student 1,00 6,267 1,000 6,267 23
m Incerteza da massa da amostra 0,018 g t-Student 2,00 0,009 -2008,0 -17,476 0
vV Incerteza do volume de diluicéo final da 0,101 mL t-Student 2,00 0,039 201 0,785 o
amostra
Concentracéo Ha/kg t-Student k= 2,00 u(C) = 18,847 -
U= 37,696
Resultado final: 1006,3 + 37,7 ug kgt
+ 3,7 %
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Planilha Global da Incerteza — MeHg

L Unidade . . . Coeficiente  Contribuigdo Vi
. - Lo . Estimativa de Distrib. de . . Incerteza :
Simb.  Descricdo da contribuicdo de incerteza Variacao (%) de Probab Divisor Padrio de paraincerteza ou
€0 %) Medida ' Sensibilidade  em pg kg* Veff
L Incerteza da leitura na curva de calibracao 0,046 ua/kg t-Student 1,00 0,046 99,800 4,633 25
Incerteza da Repetitividade e

Crer Reprodutibilidade Intralaboratorial 7,064 i t-Student 1,00 7,064 1,000 7,064 23
m Incerteza da massa da amostra 0,018 g t-Student 2,00 0,009 -2011,944 -17,511 0
v Incerieza do volume de diluiggo final da 0,101 mL  tStudent 200 0,039 20,160 0,786 %
Concentracédo pa/kg t-Student k= 2,00 u(C) = 19,458 -

U= 38,922

Resultado final: 1007,5 + 38,9 ug kgt

+ 3,9 %
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