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palavras-chave

resumo

Validacdo de método analitico, qualidade dos alimentos, contaminantes, peixe,
analise por ICP.

A alimentacéo deve ser equilibrada e variada, oferecendo todos os nutrientes
necessérios para colmatar as necessidades humanas e garantir uma vida
saudavel. Para garantir que os alimentos sejam seguros, estes devem estar
isentos de contaminantes, pelo menos em quantidades toxicas. E entdo
importante monitorizar a qualidade e seguranca dos alimentos a fim de avaliar
0s riscos e beneficios do seu consumo.

A quantificagdo da componente inorganica em alimentos, i.e., dos elementos
essenciais e dos potencialmente tdxicos, tem merecido poucos estudos apesar
de ter um impacto relevante na salde humana. Em Portugal sdo poucos os
servigos acreditados prestados nesta area, e na literatura ndo ha um consenso
sobre a utilizagdo de métodos de preparacdo de amostras.

O objetivo deste estagio consistiu em validar uma metodologia para a anélise
elementar de amostras de peixe, no Laboratorio Central de Andlises (LCA) da
Universidade de Aveiro (UA), recorrendo a técnicas de andlise multi-
elementares tais como emissao Otica e espectrometria de massa associadas a
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES e ICP-MS). A validacdo destas
metodologias teve como objetivo a sua posterior acreditacdo.

A matriz alimenticia escolhida para a realizacdo deste trabalho foi o peixe. A
escolha de apenas um tipo de matriz para a realizacdo deste trabalho deveu-se
a varios fatores, de entre os quais se destaca a necessidade de adotar diferentes
estratégias de preparagdo de amostra e posterior andlise, consoante a matriz
alimenticia em questéo, devido essencialmente a diferente composi¢do que os
alimentos possuem, o que introduz diferentes abordagens durante o processo
de validacao do método.

Na validacdo foram tidos em consideracdo diferentes parédmetros de
desempenho, nomeadamente a seletividade, o limite de detecdo, o limite de
quantificacdo, a gama de trabalho, a sensibilidade analitica, a justeza, a precisdo
e a incerteza. Os resultados obtidos na andlise de solu¢des padrdo, materiais
de referéncia e amostras de peixe cumpriram 0s requisitos de desempenho
definidos no LCA.

Foram validadas as metodologias de quantificagcdo de Mn e Sr por ICP-MS e de
quantificacdo de Cu, Fe e Zn por ICP-OES, para a matriz peixe. A futura
acreditac&o destas metodologias ficou condicionada pela participagdo com éxito
num ensaio de comparagao interlaboratorial.






keywords

abstract

Analytical method validation, food quality, contaminants, fish, analysis by ICP.

Food must be balanced and varied, providing all the necessary nutrients to
bridge human needs and ensure a healthy life. To ensure that food is safe, it
should be free of contaminants, at least in toxic amounts. It is therefore important
to monitor the quality and safety of food in order to assess the risks and benefits
of its consumption.

The quantification of inorganic component in food, i.e. of essential and potentially
toxic elements, has received few studies despite having a significant impact on
human health. In Portugal there are few accredited services in this area, and in
the literature there is no consensus on the use of sample preparation methods.
The aim of this Internship was to validate a method for elemental analysis in fish,
in Laboratério Central de Andlises (LCA) of University of Aveiro (UA), using multi-
elementar analysis techniques such as Inductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometry and Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
(ICP-OES and ICP-MS). The validation of these methodologies aimed their
subsequent accreditation.

The chosen food matrix for the achievement of this work was the fish. The choice
of only one type of matrix for the achievement of this work was due to several
factors among which highlights the need to adopt different sample preparation
strategies and subsequent analysis, depending on the food matrix in question,
essentially due to the different composition that they have, which introduces
differences in the process of method validation.

In validation process it was evaluated different performance parameters, namely
selectivity, the detection limit, the quantification limit, the work range, the
analytical sensibility, trueness, precision and uncertainty. The results of the
analysis of standards solutions, reference materials and fish samples met the
performance requirements defined in the LCA.

In this work it was validated the methods of quantification of Mn and Sr by ICP-
MS and quantification of Cu, Fe and Zn by ICP-OES for fish matrix. The future
accreditation of these methodologies it is conditioned by successful participation
in a interlaboratory comparison test.
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1. Introducio

1.1. O Laboratorio Central de Anélises da Universidade de Aveiro

O trabalho apresentado neste documento refere-se a um estégio realizado no Laboratério
Central de Andlises (LCA) da Universidade de Aveiro (UA), no ambito do Mestrado em
Quimica.

O LCA ¢ uma unidade executiva da UA responsavel pela execucéo e fornecimento de
servicos de qualidade aos investigadores da UA, garantindo-lhes ainda apoio cientifico e
técnico nas suas areas de competéncia e pela prestacéo de servigos qualificados a entidades
publicas e privadas, otimizando e rentabilizando os recursos instrumentais e as competéncias
disponiveis no LCA e na Universidade em geral (UA, 2015a).

O LCA possui varios servigos: analise quimica por ICP (técnica instrumental de analise
com plasma indutivamente acoplado), difracdo de raios-X (DRX), caracterizacdo isotopica
de matrizes naturais e sintéticas por espectrometria de massa de ionizacdo térmica (TIMS) e
diagnostico molecular para aquaculturas (DMA) (UA, 2016).

Este estagio foi realizado no servigo de ICP. Este servico permite a analise simultanea
da maioria dos elementos da tabela periddica em varias matrizes analiticas. Para esse efeito
o0 laboratorio estd munido de dois equipamentos com plasma indutivamente acoplado: um
espetrometro de massa (ICP-MS) Thermo X Series e um espetrometro de emisséo 6tica (ICP-
OES) Jobin Yvon Activa M. O laboratério possui ainda um laborat6rio quimico que serve de
apoio ao laboratério de ICP e onde se podem realizar as digestdes e preparacdes de amostras.
Este laboratério quimico estd equipado com todo o material necessario para o efeito (UA,
2015a).

No seguimento de um processo iniciado em 2010, o LCA possui desde fevereiro de 2013
0 estatuto de laboratdrio acreditado pelo Instituto Portugués da Acreditagdo (IPAC). A
acreditacdo garante que a sua competéncia técnica e de gestao esta devidamente reconhecida,
pelo IPAC, para a realizacdo de ensaios quimicos usando técnicas de ICP. A acreditacdo foi
concedida apds a realizacdo de uma auditoria de concessao, realizada no LCA em outubro
de 2012, segundo a Norma NP EN ISO/IEC 17025. O IPAC é membro da infraestrutura
europeia de acreditagdo, a European cooperation for Accreditation (EA), bem como das
estruturas mundiais de Acreditagéo, a International Laboratory Accreditation Cooperation
(ILAC) e o |International Accreditation Forum (IAF), e por isso reconhecido

internacionalmente.



O laboratorio ao cumprir os requisitos da norma NP EN ISO/IEC 17025, para as suas
atividades de ensaio, garante também que o seu sistema de gestdo da qualidade satisfaz os
principios da norma I1SO 9001 (UA, 2013).

Em fevereiro de 2015, o IPAC concedeu ao LCA a possibilidade de acreditar a analise
de qualquer elemento em &guas naturais, de consumo humano e em solos, por ICP- OES e
ICP-MS, segundo a norma NP EN ISO/IEC 17025 (UA, 2015b).

1.2. Importancia da qualidade e seguranca alimentar

O mercado internacional de alimentos j& existe ha muitos anos, mas inicialmente os
alimentos eram produzidos, vendidos e consumidos localmente. Ao longo do século passado,
a quantidade de alimentos comercializados internacionalmente cresceu exponencialmente, e
uma enorme quantidade e variedade de alimentos é hoje transportada em todo mundo.
Devido a esta distribuicdo global dos alimentos, é importante avaliar a sua qualidade e
equidade pois os consumidores necessitam de ter confianca na qualidade dos produtos
alimentares que compram e consomem e os importadores tém de confiar que os alimentos
que importam estdo de acordo com as especificacdes de seguranca estabelecidas, ou seja e
caso exista, com a legislacdo em vigor (Codex Alimentarius, 2015).

O acesso a alimentos nutricionalmente adequados e seguros € um direito basico do ser
humano (FAO/WHO, 1992). A alimentacdo deve ser equilibrada e variada, oferecendo todos
0s nutrientes necessarios para colmatar as necessidades humanas e garantir a sua satde; uma
obtencdo inadequada de calorias, de macronutrientes (lipidos, proteinas, hidratos de
carbono), e de micronutrientes (vitaminas, minerais) pode resultar em doenca ou até levar a
morte. Por vezes os alimentos podem ser uma fonte de doenca, associada a ingestdo de
alimentos contaminados.

Na literatura nem sempre ha um consenso relativamente ao uso dos termos qualidade e
seguranca alimentar. A qualidade dos alimentos pode ser definida como o grau de exceléncia
dos alimentos e inclui todas as caracteristicas que sdo relevantes e tornam os alimentos
aceitaveis para consumo humano, englobando fatores como o sabor, a aparéncia e a
qualidade nutricional, bem como a qualidade bacteriol6gica. Algumas propriedades dos
alimentos, como a qualidade nutricional, podem ser quantificadas através de analises

quimicas (Vaclavik e Christian, 2008).



O termo seguranca alimentar é usado para avaliar o grau de seguranga com que 0S
alimentos podem ser consumidos sem provocar danos na saude humana. As condigdes
associadas a seguranca alimentar incluem a origem dos alimentos, as praticas relativas a sua
rotulagem, higiene durante a manipulacdo dos mesmos, presenca ou ndo de aditivos e
residuos de pesticidas, bem como as politicas e orienta¢cbes governamentais para a gestdo da
importagéo e exportagéo, da inspecao e dos sistemas de certificacdo de alimentos (Vaclavik
e Christian, 2008).

Uma variedade de compostos quimicos indesejados pode entrar na nossa cadeia
alimentar, por meio de adic¢&o intencional ou ndo, em diferentes fases da mesma e tornar
alguns alimentos inseguros para consumo. Como exemplo, refira-se o desastre de Minimata,
no Japdo, no qual houve intoxicacdo aguda com metilmercurio, devido as elevadas
concentracdes de mercurio presentes no peixe que tornaram este alimento inseguro para
consumo (Ekino et al., 2007). A monitorizagdo da exposi¢do a estes compostos tornou-se
essencial para garantir a seguranca no fornecimento alimentar.

No primeiro editorial publicado no Journal of Food Composition and Analysis, em
dezembro de 1987, Kent Stewart escreveu: “A dieta humana é o principal veiculo para a
nossa interagio com o ambiente. E a principal fonte de nutrientes e pode ser uma importante
fonte de exposi¢do humana aos agentes infeciosos, toxicos, e farmacologicos” (Stewart,
1987). De facto, na analise da composicao de alimentos estdo em causa ndo sé 0s nutrientes
da dieta humana, mas também contaminantes e outros elementos potencialmente perigosos

(Burlingame e Pineiro, 2007; Burlingame, 2001).

1.2.1. Quantificacao de elementos essenciais e potencialmente téxicos em alimentos

Os alimentos sdo a fonte primaria de elementos essenciais para 0s seres humanos, mas
também uma potencial fonte de exposicdo a elementos toxicos. Para que os elementos
essenciais sejam benéficos para a salde humana, estes devem encontrar-se numa
determinada gama de concentra¢fes, uma vez que acima de determinadas concentragdes
podem apresentar riscos para a salde. Portanto, a essencialidade/toxicidade é sempre uma
funcdo da concentracdo. Neste contexto, os niveis de elementos essenciais e toxicos devem
ser determinados rotineiramente em produtos alimentares.

O conhecimento da composicdo elementar dos alimentos requer preparacdo da amostra

antes da sua analise (Korn et al., 2008). Existe uma enorme variedade de alimentos



(diferentes matrizes alimenticias), existem varios métodos de analise (instrumentais) e
existem também varios métodos de preparacdo da amostra. O método de preparacdo da
amostra deve ser bem escolhido para se alcancarem os melhores resultados no menor tempo
possivel, com contaminac6es ou perdas de analito minimas e baixo consumo de reagentes.
Tém sido descritos na literatura, varios métodos de preparacdo de amostras de alimentos
para posterior analise elementar, sendo os métodos mais utilizados os métodos de
espectrometria de absorcao atomica de chama (F-AAS), espectrometria de absor¢do atdmica
com atomizacdo em forno de grafite (GF-AAS), espectrometria de emissao 6tica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) e espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS). Apesar destas técnicas terem demonstrado um progresso constante na
sensibilidade de detecdo, a preparacdo da amostra é reconhecida como um ponto critico e
uma fonte de erro importante no desenvolvimento do método analitico (Hoenig, 2001; Korn
et al., 2008).

1.2.1.1. Preparacao de amostras de produtos alimentares

A determinacao da concentracao de analitos em diferentes tipos de amostras de alimentos
ndo é uma tarefa simples e diversos fatores devem ser considerados para minimizar a
incerteza associada a preparagdo das amostras, de modo a obter resultados confidveis. Na
maioria dos casos dos produtos alimentares € necessario efetuar preparagdo da amostra,
convertendo-a numa amostra homogénea ou isolar o analito de interesse antes da anélise. Os
procedimentos para a preparacdo de amostras de alimentos podem ser classificados em
fungdo do tipo de matriz a ser analisada, do analito a ser medido e da instrumentagéo
utilizada. Devido a complexidade da matriz alimentar, podem ter-se efeitos de interferéncia
de matriz, uma vez que esta possui uma grande variedade de compostos que poderdo
influenciar a analise do analito em estudo. Em alguns artigos descritos na literatura, os
procedimentos de preparacdo da amostra sdo realizados para remover as espécies que podem
causar interferéncias ou para pré-concentrar o analito em estudo antes da sua analise
(Hoenig, 2001; Korn et al., 2008).

Existem diversas técnicas de preparacdo de amostras para analise de elementos em
alimentos, sendo que as que sdo referidas na bibliografia com maior frequéncia séo a
calcinacdo seguida de dilui¢do do residuo dai proveniente em acido e a digestdo com acidos

concentrados, de preferéncia assistida por micro-ondas. Segue-se uma breve apresentacdo



de alguns exemplos mais utilizados na preparacdo de amostras de alimentos utilizando
técnicas de espectrometria.

A calcinacdo é um método de preparacdo simples, normalmente utilizado para a
quantificacdo elementar em alimentos. Este processo é baseado na degradacdo de amostras
a temperaturas elevadas e a pressdo ambiente, onde a amostra é colocada num recipiente
aberto para remover a matéria organica por decomposicdo térmica, geralmente na presenca
de um auxiliar de calcinacdo e utilizando uma mufla. Nesta operacdo sdo utilizadas
temperaturas na ordem dos 450 a 550°C e o residuo resultante é dissolvido num acido
apropriado. Este método apresenta algumas vantagens, tais como a possibilidade de utilizar
uma massa de amostra superior a de outras metodologias, e a dissolugdo do residuo resultante
num volume de &cido pequeno, o que permite a pré-concentracdo dos elementos de interesse
na solucao final. Permite também a destruicdo completa da matéria organica, que é um pré-
requisito para algumas técnicas analiticas, simplificando a matriz da amostra, podendo este
método ser aplicado a uma grande variedade de alimentos. Contudo, a elevada temperatura
pode fazer com que ocorram perdas por volatilizacdo de alguns elementos mais volateis. A
adicdo de um auxiliar de calcinacdo aumenta o teor de sais inorganicos, o que pode ser um
problema para a determinacéo subsequente dos elementos e pode também contribuir para a
contaminacdo, sendo necessario a realizacdo de brancos de controlo. A calcina¢do também
expde a amostra a contaminacéo por via da atmosfera (Hoenig, 2001; Korn et al., 2008).

A metodologia de calcinacdo tem sido aplicada na quantificacdo de elementos tais como
Mn, Fe, Cu, Zn, Cr, Cd, Pb e Ni em diversos alimentos, nomeadamente banana, melancia,
laranja, macd, tomate, cebola, espinafre, folhas de abdbora, batata-doce, soja, feijao,
amendoim, arroz, milho e trigo utilizando como técnica de analise a espectrometria de
absorcdo atomica de chama (Akinyele e Shokunbi, 2015). Elementos como o Fe, Pb e Hg
podem ser perdidos por volatilizacdo e, neste caso, deve ser aplicado um método de
calcinagdo alternativo que use temperaturas mais baixas. O residuo €, na maioria dos casos,
dissolvido em HCI ou HNOs antes da anélise (Hoenig, 2001; Korn et al., 2008).

Outras metodologias para efetuar a preparacdo das amostras incluem métodos de
digestdo que utilizam &cidos concentrados ou misturas de acidos. Esta digestdo pode ser
realizada em vaso aberto com aquecimento, por exemplo, numa placa de aquecimento, ou
em vaso fechado com auxilio de um sistema de micro-ondas. A digestdo assistida por micro-

ondas é um método apelativo, especialmente para pequenas quantidades de amostra, pois 0



aquecimento por esta via apresenta vantagens relativamente ao aguecimento em placa,
devido ao facto de a energia ser gerada na mistura de digestdo e ndo transferida por
conducdo. As principais vantagens da digestdo assistida por micro-ondas sédo os tempos de
digestdo, que sdo curtos comparados com os da digestdo efetuada em placa de aquecimento
ou pelo método de calcinagéo, e a menor quantidade de reagentes necessarios para obter uma
digestdo completa. Uma das limitacGes do processo de digestdo com micro-ondas é o tempo
necessario para o arrefecimento antes dos vasos poderem ser abertos, devido a possiveis
perdas dos analitos por volatilizacdo, semelhante ao que acontece no processo de calcinacao.
Em geral, os reagentes que podem ser utilizados para a decomposi¢do de amostras neste
processo sdo HNO3, HCI, H2SO4, H3PO4, HCIO4, HF e H2O2, sendo que 0 HNO3 e 0 H2O»
sdo os mais utilizados. O HNOz concentrado é o oxidante mais favoravel para a destruigéo
da matéria organica, mas, devido ao baixo potencial de oxidacdo, pode levar a uma digestédo
incompleta de algum tipo de amostras. Como tal, por vezes utilizam-se misturas de reagentes
para auxiliar e tornar mais eficaz o processo de digestdo. Os reagentes utilizados no processo
de preparacdo de amostras devem ser tidos em consideracdo antes da analise, pois podem
afetar a posterior etapa de quantificacdo. E de conhecimento geral que nas técnicas de
espectrometria 0 HNO3z € o reagente mais adequado. Apesar de ocasionalmente se observar
supressao do sinal na sua presenca (por exemplo, na espectrometria de emissdo Gtica com
plasma indutivamente acoplado), ndo séo encontrados problemas analiticos relevantes com
concentracdes inferiores a 10% (Hoenig, 2001; Korn et al., 2008). Esta metodologia de
preparacdo da amostra foi utilizada para quantificar os niveis de Zn, Cu, Cd, Pb, Ni e Crem
géneros alimenticios tal como o repolho, trigo, batata, leite instantaneo, peixe, ovos e
alimentos para bebés por espectrometria de absor¢éo atomica (Milaci¢ e Kralj, 2003). Maciel
et al. (2014) desenvolveram um método baseado na digestdo induzida por micro-ondas para
o0 tratamento de peixe e subsequente determinacao de As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni,
Zn, Se por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado. Jarapala et al.
(2014) determinaram os niveis de Mn, Zn, Cr, Co, Cu, e Se em amostras de peixe por
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, usando HNOz e H.O; e
aguecimento por micro-ondas. Outros exemplos de procedimentos de digestdo de amostras
de alimentos séo apresentados na Tabela 1.

Consoante a matriz alimenticia em analise, pode ser necessario utilizar métodos de

digestdo mais ou menos agressivos, sendo possivel variar parametros de digestdo como 0s



reagentes utilizados, as temperaturas e o tempo de digestéo. As interferéncias na detecéo, de
determinado analito, também variam consoante a matriz alimenticia em estudo uma vez que
os alimentos possuem diferentes composicdes, e como tal, podera ser necessario variar as

técnicas utilizadas para a sua detecdo.



Tabela 1 — Métodos de preparagdo de amostras de alimentos para analise de elementos essenciais e potencialmente toxicos.

Alimento

Peixes e crustaceos

Peixe

Peixe (figado, pele e
musculo)

Peixe (musculo e figado)

Moluscos e peixes

Atum em conserva
Peixe e vegetais

Peixe
Peixe

Peixe
Peixe

Peixe

Mdsculos e 0ssos de peixes

Figado, musculo e
branquias de peixes, de
diferentes niveis troficos
Peixe (figado, branquias,
musculo)

Peixe (figado, musculo e
branquias)

Peixe e marisco

Peixe

Gréos, legumes, frutas,
peixes, moluscos,

Método de
preparacio

Micro-ondas
Micro-ondas
Micro-ondas
Micro-ondas

Micro-ondas

Micro-ondas
Micro-ondas

Micro-ondas
Micro-ondas

Micro-ondas
Micro-ondas

Micro-ondas

Micro-ondas

Micro-ondas

Micro-ondas

Micro-ondas
Micro-ondas

Micro-ondas

Micro-ondas

Reagentes

HNO3 e H,0,

HNOs e H,0,
HNO3 e H,0,
HNO3 e H,SO4
HNOs

HNO3 e H,0,

HNO3 e H,0,
HNO3 e H,0,
HNOs3 e H,0,

HNO3z e HCI

HNO3
HNOs e H,0,
HNOs e H,0,

HNO3, HzOz e HF

HNOs e H,0,

HNO3 e H,0,

HNO3 e HzOz
HNO3 e HzOz
HNO3 e HzOz

HNO3 e HzOz

Elementos analisados

Cr, Zn, Mn, Ba, Pb, Co, Cu, Zn, Cd

Cd, Pb, Cr, Ni, Cu, Zn, Fe, Mn
Cd, Co, Cu, Ni, Pb, Fe,

Hg

Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Ni, Zn

Pb, Cd, Hg

Hg, Pb, Cd, As

Cr, Ni, Cu, As, Cd, Pb
Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn,
Se, Ga, Te

Fe, Zn, Mn, Cu, Cr, Cd, Pb, Hg

As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Se,
Zn
Fe, Ni, Cu, Zn, Cd Co, Cr e Pb

Mn, Zn, Cr, Co, Cu, Se
As, Cd, Hg, Pb, Cu, Zn, Se

As, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Li,
Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Sr, Zn

Cu, Cd, Zn, Pb, Ni

Cd, Hg, Cr, Pb, Se, As
As, Cd, Cr, Pb, Mn, Ni, V, Zn
Pb, Cd, Hg

Pb, Cd, Hg

Técnica de
detecéo

ICP-MS
AAS
CV-AAS
ICP-OES
ICP-MS

DMA, GF-AAS,
HG-AAS
ICP-MS

ICP-AES

ICP-OES, GF-
AAS, CV-AAS

ICP-MS
F-AAS
ICP-MS

ICP-OES

ICP-OES

ICP-MS

GF-AAS, HG-
AAS

ICP-MS
GF-AAS, ETA-
AAS, DMA

ICP-MS, DMA

Referéncia

(Jebakumar et al.,
2015)

(Gu et al., 2015)
(Hosseini et al.,

2015)

(Ates et al., 2015)
(Miedico et al.,
2015)

(Andayesh et al.,
2015)

(Islam et al., 2015)
(Mert et al., 2014)

(Velusamy et al.,
2014)

(Maciel et al.,
2014)

(Said et al., 2014)
(Jarapala et al.,
2014)

(Perugini et al.,
2014)

(Subotic et al.,
2013)

(Taweel et al.,
2013)
(Dsikowitzky et
al., 2013)

(Copat et al., 2013)
(Squadrone et al.,
2013)

(Kimet al., 2012)



crustaceos, algas, produtos
de feijdo, carnes e ovos
Peixe (musculo, guelras,
pele, intestino e figado)

Peixe

Peixe (masculo, pele,
guelras, figado e intestino)

Peixe

Arroz, feijdo, ovo, carne,
peixe, pdo, agucar,
vegetais, queijo, leite em
po, manteiga, trigo, pera,
castanha do Brasil, café,
chocolate, biscoitos e
massas

Organismos aquaticos
invertebrados e peixe

Azeitonas

Peixe, crustaceos e
produtos de peixe

Dieta total (comida)
Peixe enlatado

Varios alimentos

Repolho, trigo, batata, leite
instantaneo, peixe, ovos e
alimentos para bebés

Refeicbes

Verduras, legumes, cereais,
tubérculos, frutas, peixe e

Micro-ondas
Micro-ondas
Micro-ondas

Micro-ondas

Micro-ondas

Micro-ondas
Micro-ondas
Micro-ondas
Micro-ondas
Micro-ondas

Micro-ondas

Micro-ondas

Micro-ondas

Micro-ondas
(amostras com um

HNO3 e H,0,
HNO3z e HF
HNOs e H,0,

HNO3 e H,0,

HNOs e H,0,

HNO3
HNO;z e H0:
HNO3z e H,0»
HNO3
HNO3z e H,0»

HNOs e HF

HNOs e HF

HNO3

HNOs e H,0,

Cu, Zn, Mn, Fe, Co, Ca, Mg
Cr, Cd, Hg, Cu, Zn, Pb, As

Cu, Zn, Mn, Fe, Co, Mg, Ni, Cr, B, Cd

Hg, As, Pb, Cd, Ni, Fe, Cu, Mn, Zn, Se,
Cr

Se, Pb, Cd, Mn, Co, Zn, Cu, Sr, Mo, V,
Mg, Hg, Al, As, Cr, Ni

Zn, As, Se, Cd, Hg, Pb

Mg, Cr, Co, Ni, Fe, Cu, Zn, Sn, Cd, Pb

Cd, Pb, Cr, Zn, Cu, Co, Mn, Ni, As, Se,
Hg

Li, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Se, Mo, Na,
Mg, Ca, Al, As, Cd, Pb, Hg, Sb

Hg, Ag, As, Cd, Cr, Fe, Pb, Mn, Ni, Co,
Cu, Sn, V, Zn

Zn, Cu, Cd, Pb, Cr, Ni

Zn, Cu, Cd, Pb, Ni, Cr

Li, Na, Mg, Al, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Co,
Ni, Cu, Zn, As, Se, Mo, Cd, Sn, Sh, Hg,
Pb

As, Cd, Hg, Pb

ICP-OES

ICP-MS, ICP-
OES, AFS
ICP-OES, GF-
AAS

F-AAS, GF-AAS,
CV-AAS

ICP-MS
CV-AAS

ICP-MS

ICP-MS

F-AAS, HG-
AAS, CV-AAS

ICP-MS

ICP-OES
DMA

F-AAS, ETA-
AAS

F-AAS, ETA-
AAS
ICP-MS

ICP-MS, AAS

(Uysal, 2011)
(Yietal., 2011)
(Uysal et al., 2009)

(Tuzen, 2009)

(Nardi et al., 2009)

(Taylor et al.,
2008)

(Sahan et al.,
2007)
(Sivaperumal et
al., 2007)
(Leblanc et al.,
2005)

(Ikem e Egiebor,
2005)

(Zuliani et al.,
2005)

(Milacic e Kralj,
2003)

(Noél et al., 2003)

(Llobet et al.,
2003)
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marisco, carne, ovos, leite,
produtos lacteos e gorduras
e 6leos

Leite em pé e liquido
(criangas)

Cogumelos selvagens

Peixe

Café
Vinho

Peixe (musculo, branquias,
rim e figado)

Peixe (musculo e pele)

Conservas de peixe
(cavala, sardinha e atum)

Mdsculo de peixe

Peixe e camarao

Varios alimentos do mar

Camarao

baixo teor de agua
foram primeiro
calcinadas)

Micro-ondas

Micro-ondas

Micro-ondas

Calcinagéo

Sem tratamento

Vaso aberto,
aquecimento
convencional
Vaso aberto,
aquecimento
convencional
Vaso aberto,
aquecimento
convencional
Vaso aberto,
aquecimento
convencional
Vaso aberto,
aquecimento
convencional
Vaso aberto,
aquecimento
convencional

Vaso aberto

HNOs

HNO3 e H,0,

HNOs
HCI

HNO3 para baixar o pH

HCIO4, HNO3 e H2SO4

HNOs e H,0,

HNOs, HC|O4, H,O; e
HCI

HNOs3, H202

HNO3z e HCIO4

HN03 e H,O,

HNO3 e HC|O4

Ca, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Zn,
Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Hg, Ni, Pb, Sb,
Sn, Sr, Ti, TI, U, V

K, P, Mg, Na, Zn, Ca, Fe, Cu, Mn, Rb,
Ag, Cd, Hg, Pb, Cs, Sr, Al, Si, Tl, In, Bi,
Th, U, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy,
Ho, Er, Tm, Yb, La, Lu, Ba

Cd, Pb

Ca, Mg, K, Na, P, Co, Mn, Fe, Cr, Ni,
Zn, Cu, Cd, Pb

(artigo de revisdo — varios elementos)

Fe, Mn, Cu, Cr, Pb, Zn, Ni

Ag, Al, As, B, Ca, Cd, Cu, Fe, Li, Mg,
Mn, Na, Ni, P, Pb, Sh, Se, Si, Sn, Sr, Zn

Cd, Pb, Ni, Cr, Cu, Co, Fe, Mn, Zn

Cu, Pb, Co, Ni, Cr, Mn, Cd, Fe

As, Cd, Cu, Fe, Pb, Ni, Zn, Cr, Co, Sr

Al, Cu, Cd, Fe, Mn, Zn

Cd

ICP-OES

ICP-MS
ICP-OES

GF-AAS
F-AAS
F-AAS, GF-AAS,

ICP-OES

AAS

ICP-OES

F-AAS

F-AAS

ICP-MS

ICP-OES

GF-AAS

(Ikem et al., 2002)

(Falandysz et al.,
2001)

(Sures et al., 1995)
(Grembecka et al.,
2007)

(Aceto et al., 2002)

(Dhanakumar et
al., 2015)

(Abadi et al.,
2015)

(Iwegbue, 2015)

(Duran et al.,
2014)

(Giri e Singh,
2014)

(Fraser et al.,
2013)
(Rahimi et al.,

2012)
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Vaso aberto,
aquecimento HNOs e H,0, Cu, Ni, Pb, Fe, Mn, Cr, Cd F-AAS
convencional
Vaso aberto,
aquecimento HNO3 As, Cd, Cr, Pb, Se, Cu, Zn ICP-MS (Tsai et al., 2010)

Alimentos para animais de
estimacao (gato e cdo)

(Duran et al.,
2010)

Red mould rice

(Monascus) ;
convencional
Vaso aberto, o
Peixe aguecimento HNO; e H,0, Cd, Ni, Cr, Zn, Cu, Pb F-AAS %(')Ig)mm el
convencional
Vaso aberto, (Momen et al
Nozes aquecimento NHOgz, H,SO4 e HO2  Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn, Al, Ba, Cd, Pb ICP-OES 2007) )

convencional

Vaso aberto,

aquecimento HNO3 Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn ICP-OES
convencional

Vaso aberto,

aquecimento HNO3 e HCIO4 Cd, Pb, Cu, Zn, Fe F-AAS, GF-AAS  (Dural et al., 2007)
convencional

AAS - Espectrometria de absor¢éo atémica (do inglés, Atomic Absorption Spectrometry); AFS - Espectrometria de fluorescéncia atémica (do inglés, Atomic Fluorescence
Spectrometry); CV-AAS — Espectrometria de absor¢do atémica de vapor frio (do inglés, Cold Vapour Atomic Absorption Spectrometry); DMA - Analise direta de
mercurio (do inglés, Direct Mercury Analyser); ETA-AAS — Espectrometria de absorcéo atomica com atomizagdo eletrotérmica (do inglés, Electrothermal Atomisation
Atomic Absorption Spectrometry); F-AAS - Espectrometria de absor¢do atomica de chama (do inglés, Flame Atomic Absorption Spectrometry); GF-AAS -
Espectrometria de absorcéo atomica com atomizagdo em forno de grafite (do inglés, Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry); HG-AAS — Espectrometria de
absorcdo atémica com geracdo de hidretos (do inglés, Hydride Generation Atomic Absorption Spectrometry); ICP-MS - Espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (do inglés, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry); ICP-OES - Espectrometria de emisséo Gtica com plasma indutivamente acoplado
(do inglés, Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry).

Peixe (musculo, branquias
e figado)

(Y1ilmaz et al.,
2007)

Peixe (musculo, branquia,
figado e génadas)



1.3. O peixe na alimenta¢do humana

O peixe desempenha um papel importante na luta contra a fome e a desnutri¢do e € uma
das principais fontes de proteina animal em paises em desenvolvimento. O pescado nédo é
apenas uma fonte de proteinas e gorduras saudaveis de cadeia longa do tipo émega-3, mas
também uma fonte essencial de outros nutrientes, como iodo, vitamina D e célcio, que s&o
cruciais para uma vida saudavel (FAO, 2015a). Uma porcéao de 150 g de peixe pode fornecer
cerca de 50-60% das necessidades diarias de proteina de um adulto (FAO, 2014).
Atualmente, um numero cada vez maior de pessoas tem preferéncia pelo peixe como uma
alternativa saudavel a carne (FAO, 1997a). A captura/producdo deste tipo de alimento, assim
COMO 0 Seu consumo, tem aumentado nos ultimos anos.

O setor das pescas tem apresentado a nivel mundial uma evolucdo consideravel, com
destaque para a producdo em aquacultura. A producdo de pescado tem crescido
constantemente nas Ultimas cinco décadas (Figura 1), com a producdo de peixe a aumentar
a uma taxa média anual de 3,2% (FAO, 2014).

Milhdes de toneladas

160

140 I Produgdo em aquacultura
s Produgdo por captura
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40
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50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 00 05 12

Figura 1 — Pesca por captura e producao em aquacultura no mundo (FAO, 2014).

O consumo mundial anual de peixe por individuo aumentou de um valor médio de 9,9 kg
em 1960 para 19,2kg em 2012 (Tabela 2 e Figura 2) (FAO, 2014). Este relevante
desenvolvimento tem sido impulsionado pelo crescimento populacional e facilitado pela
expansao da producdo de peixe em aquacultura e por canais de distribuicdo mais eficientes
(FAO, 2010).
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Tabela 2 — Quantidades mundiais para capturas, producdo em aquacultura e utilizagdo dos produtos de
pesca (FAO, 2014).

Producéo

Captura

Interior 10,1 10,3 10,5 11,3 11,1 11,6
Marinha 80,7 79,9 79,6 77,8 82,6 79,7
Total de capturas 90,8 90,1 90,1 89,1 93,7 91,3
Aquacultura

Interior 29,9 32,4 34,3 36,8 38,7 41,9
Marinha 20,0 20,5 21,4 22,3 23,3 24,7
Total de aquacultura 49,9 52,9 55,7 59,0 62,0 66,6
Total de pesca no mundo 140,7 143,1 1458 148,1 155,7 158,0
Utilizagdo

Consumo humano 117,3 120,9 123,7 128,2 131,2 136,2
Fins ndo alimentares 23,4 22,2 22,1 19,9 24,5 21,7
Populacéo (bilides) 6,7 6,8 6,8 6,9 7,0 7,1
Consumo mundial de peixe, por 176 17.9 18,1 185 18,7 19,2

individuo (kg)

A producdo em aquacultura tem vindo a crescer, ndo so6 devido a maior procura de

produtos de pesca e seus derivados que promove a consequente necessidade de se obterem

producdes em maiores quantidades, mas também devido as alteracGes que tém ocorrido nos

ecossistemas, nomeadamente a contaminag&o dos recursos marinhos, a variagdo dos caudais

e dos percursos dos cursos de dgua e a regulamentacdo da atividade piscatoria.

Utilizagio de peixe
[milhSes de toneladas)

Populago [bilides) e
abastecimento de alimento

{kg/individua)
140 21
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Figura 2 — Producdo e utilizacdo de peixe no mundo (FAO, 2014).
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Em 2010, o peixe representou 16,7% do consumo de proteina animal e 6,5% de toda a
proteina consumida pela populacdo mundial. O consumo de peixe tem crescido de forma
constante, ultrapassando o crescimento da populagdo mundial (1,6%) e aumentando o
consumo medio deste alimento por individuo.

Existem diferencas marcantes entre paises em termos de quantidade e variedade de peixe
consumido por individuo. As diferencas no consumo dependem da disponibilidade e custo
do peixe e da existéncia de alimentos alternativos, e ainda de fatores socioecondémicos e
culturais. O consumo anual de peixe por individuo pode variar de menos de 1 kg até mais de
100 kg (Figura 3), sendo o consumo geralmente mais elevado nas &reas costeiras (FAO,
2014).

[] 0-2 kg/ano
[ 2-5 kg/ano
[ 5-10 kg/ano
I 10-20 kg/ano
I 20-30 kg/ano
I 30-60 kg/ano
I > 60 kg/ano

Figura 3 — Consumo médio de peixe por individuo entre 2008-2010 (FAQ, 2014).

O peixe ¢ um alimento “heterogéneo” devido a existéncia de muitas espécies, ambientes
onde é criado e proveniéncia (aquacultura ou pesca). Inovacbes e melhorias no
processamento, transporte, distribuicdo, comercializacdo e respetivas tecnologias tém
facilitado o comércio e o consumo de uma variedade de espécies e formas de produtos.
Mudancas nas espécies consumidas sao devidas ao crescimento da producdo em aquacultura,
impulsionando a procura de espécies que sdo principalmente produzidas em aquacultura,
com uma diminuig&o dos seus precos e um forte aumento da sua comercializa¢do, como por
exemplo, camardo, salméo, bivalves, entre outros (FAO, 2014).

A localizacdo geogréfica de Portugal junto ao Oceano Atlantico contribui para que o
consumo de peixe tenha um papel importante na alimentacdo da populacdo (ASAE, 2012).
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1.3.1. Composigao do peixe

O peixe e 0s produtos de pesca contém agua, proteinas e outros compostos nitrogenados,
lipidos, hidratos de carbono, minerais e vitaminas. No entanto, a composic¢do quimica do
peixe varia consoante a especie e de peixe para peixe, dependendo da idade, sexo, ambiente
em que se encontra e estacdo do ano em que ocorre a captura (FAO, 2005).

O masculo do peixe pode classificar-se em musculo claro e musculo escuro (Figura 4).
Peixes que contém uma maior fracdo de musculo claro sdo designados de peixes magros
(menor teor de gordura) e peixes que contém uma maior fracdo de musculo escuro séo
designados de peixes gordos (maior teor de gordura). Em peixes magros, como por exemplo
o0 bacalhau, had uma pequena faixa de musculo escuro sob a pele em ambos os lados do corpo,
mas predomina o musculo claro. Em peixes gordos como o arengue e a cavala as tiras de
musculo escuro sdo muito maiores em proporcao e contém altas concentracGes de gordura e

de certas vitaminas (Murray e Burt, 2001).

Peixe magro | Peixe gordo
|

Regido de maior
\ ] concentracdo de
b\ gordura

Musculo claro
ou branco

Linha lateral — Musculo escuro

¥/~ Misculo claro

Muisculo escuro
ou vermelho

Espinha dorsal

|
I
I
}
|
Figura 4 — Musculo claro e escuro no peixe (Murray e Burt, 2001).

Componentes do musculo de peixe

e Agua — O principal constituinte do masculo de peixe é a agua, que normalmente
representa cerca de 80% do peso de um filete de peixe branco fresco, enquanto o teor médio
de 4gua do musculo de peixe gordo € de cerca de 70%. Certas espécies as vezes podem ser
encontradas com um teor de agua entre os extremos de 30 e 90% (Murray e Burt, 2001).

e Proteinas — A quantidade de proteinas presente no musculo de peixe tem valores
entre 15 e 20%, podendo, contudo, algumas espécies ter valores na ordem dos 28%. As
proteinas de peixe contém todos os aminoacidos essenciais e fornecem uma boa combinacgao

destes nas devidas proporgdes, adequadas as necessidades nutricionais do Homem,

15



comparando-se favoravelmente com a carne, leite e ovos (Murray e Burt, 2001). As proteinas
de peixe sdo fonte de lisina, metionina e cisteina, aminoacidos encontrados em
concentracdes elevadas nestas proteinas, ao contrario das presentes por exemplo, nos cereais,
que sao pobres nestes aminoacidos essenciais (FAO, 2005).

e Lipidos — Dependendo do seu teor de lipidos, que pode variar entre 0,2% e 25%, 0s
peixes sdo classificados como magros, semi-gordos ou gordos. Peixes que vivem no fundo,
como o bacalhau, escamudo e pescada sdo consideradas espéecies magras. Peixes gordos
incluem espécies como o arenque e a cavala. Algumas espécies armazenam lipidos em partes
limitadas dos seus tecidos do corpo ou em quantidades menores do que as espécies tipicas
gordas, e sdo denominadas semi-gordas (por exemplo, barracuda, tainha e tubardo) (FAO,
2005). A medida que o teor de gordura aumenta, o teor de agua diminui, e vice-versa. A
gordura nem sempre esta uniformemente distribuida por todo o corpo de um peixe,
encontrando-se por vezes maioritariamente armazenada no figado (Murray e Burt, 2001).

e Hidratos de carbono — Os hidratos de carbono sdo considerados uma componente
minoritaria, uma vez que a quantidade presente no peixe é pequena. Em peixe branco a
quantidade é geralmente inferior a 1%, mas no masculo escuro de algumas espécies gordas
pode ocasionalmente atingir os 2%. Alguns moluscos podem conter até 5% de hidrato de
carbono glicogénio (Murray e Burt, 2001).

e Minerais e vitaminas — O contetdo de vitaminas é comparavel a dos mamiferos,
exceto para as vitaminas A e D, que sdo encontradas em grandes quantidades no musculo de
espécies gordas e especialmente no figado de espécies como o bacalhau e o linguado. Quanto
aos minerais, 0 musculo de peixe € uma fonte importante de célcio e fésforo, bem como de
ferro, cobre e selénio. Peixes de 4gua salgada contém elevados niveis de iodo (FAO, 2005).
Minerais e vitaminas incluem uma gama de substancias muito diferentes, que devem estar
presentes na dieta, mesmo que apenas em quantidades minimas, ndo s6 para promover a boa
salde, mas também para manter a propria vida. Embora seja improvavel que esta seja a Unica
fonte de um mineral essencial na dieta, o peixe ndo fornece um contelddo equilibrado de
minerais numa forma facilmente utilizavel (Murray e Burt, 2001). As vitaminas podem ser
divididas em dois grupos, as que sdo solUveis em gordura (lipossoluveis), tais como
vitaminas A, D, E e K, e as que sdo solUveis em agua (hidrossollveis), tais como as vitaminas
B e C. Todas as vitaminas necessarias, para promover a boa salde nos seres humanos, estéo

presentes nos peixes, mas as quantidades variam de espécie para espécie e ao longo do ano.
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Muitas vezes as partes de um peixe normalmente ndo ingeridas, tais como o figado e o
intestino, contém quantidades maiores de vitaminas lipossollveis do que o musculo. O
figado de bacalhau, por exemplo, contém quase toda a vitamina A e D presente na espécie.
Em contraste, as mesmas duas vitaminas em enguias estdo presentes principalmente no
masculo. As vitaminas hidrossolUveis, embora presentes na pele, no figado e no intestino,
estdo muitas vezes distribuidas uniformemente, mas em algumas espécies o musculo pode
conter mais de metade da quantidade total de vitaminas presente no peixe. As ovas, quando
presentes, sao também uma boa fonte destas vitaminas (Murray e Burt, 2001).

e Azoto ndo proteico — Os peixes tém uma fracdo de azoto ndo proteico constituida
por compostos soluveis em agua, de baixo peso molecular. Esta fracdo de azoto nao proteico
constitui entre 9 a 18% do azoto total, incluindo o éxido de trimetilamina, aminoécidos
livres, creatina e carnosina. Apesar dos seus baixos niveis, 0s constituintes desta fracdo

desempenham um papel importante na qualidade do pescado (FAO, 2005).

1.3.2. Importancia do peixe na alimentacéo

Existem inimeros beneficios nutricionais atribuidos ao consumo de produtos da pesca.
Estes produtos séo ricos em proteinas, sao faceis de digerir e apresentam um baixo teor de
colesterol. O contetdo lipidico dos peixes apresenta, normalmente, uma percentagem
reduzida de &cidos gordos saturados e um elevado nivel de polinsaturados dos quais se
evidenciam os do tipo 6mega-3 de cadeia longa, 0s quais podem representar até 40% do total
destes acidos gordos. O peixe é a Unica fonte de quantidades substanciais deste tipo de acidos
gordos, estando este tipo de compostos fortemente ligados a reducdo do risco de muitas
doencgas (Mozaffarian e Rimm, 2006; Ruxton et al., 2004).

Os &cidos gordos 6émega-3 sdo considerados essenciais em virtude de ndo poderem ser
sintetizados pelo organismo humano e serem indispensaveis para o normal funcionamento e
crescimento de todos os seus tecidos. Diversos estudos tém mostrado que os acidos
docosahexaentico (DHA) e eicosapentaendico (EPA) tém um papel importante na
diminuicdo do risco de doenca cardiovascular e acidente vascular cerebral (Cundiff et al.,
2007), acdo anti-inflamatdria (Pilon et al., 2011), redugdo dos niveis dos triglicéridos e do
colesterol total (Mozaffarian e Wu, 2011) e prevengdo da doenca cardiaca coronaria e
trombose (Kris-Etherton et al., 2002). O consumo de &cido docosahexaenoico e

eicosapentaendico parece ainda ter efeitos benéficos na reproducéo, no sistema imunoldgico,
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na prevencao ou tratamento de determinados tipos de cancro, bem como no desenvolvimento
pré-natal (Connor, 2000). Por serem componentes estruturais das membranas fosfolipidicas,
os acidos gordos 0mega-3 revelam-se importantes para o desenvolvimento do cérebro,
sistema nervoso e retina pelo que o seu consumo esta associado a uma melhoria do
desenvolvimento cognitivo e da funcéo neuroldgica em fetos (Cohen et al., 2005; McCann
e Ames, 2005), bem como a uma melhoria da satde ocular (SanGiovanni et al., 2007; Seddon
et al., 2006).

Ataques cardiacos e derrames sdo as duas causas mais comuns de morte prematura no
mundo (WHO, 2014) e o consumo deste tipo de alimento demonstrou que pessoas que
consomem peixe regulamente aparentam ter um menor risco de ataques cardiacos, derrames
e morte por doenca cardiaca (Buscemi et al., 2014; Chowdhury et al., 2012; Djoussé et al.,
2012; Virtanen et al., 2008).

Hé evidéncias preliminares de que consumir peixe gordo regularmente pode levar a uma
melhoria do sono (Gominak e Stumpf, 2012; Hansen et al., 2014), diminuicdo do
desenvolvimento de degeneracdo macular (doenca que leva a perda de visdo) relacionada
com a idade (Augood et al., 2008; Christen etal., 2011; Lim et al., 2012) e a um risco inferior
de asma (Li et al., 2013; Yang et al., 2013).

Diversos estudos demonstraram que 0 consumo de acidos gordos do tipo 6mega-3 ou de
6leo de peixe esta ligado a reducdo do risco de diabetes tipo 1 em criangas, assim como a
uma forma de diabetes autoimunes em adultos (L6fvenborg et al., 2014; Stene e Joner,
2003). Os resultados sdo preliminares, mas os investigadores acreditam que a causa desta
reducdo seja devida ao consumo de 6mega-3 e vitamina D. Alguns trabalhos indicam que o
consumo de peixe pode reduzir o risco de artrite reumatoide e esclerose mdltipla, mas ainda
ndo ha evidéncias que o comprovem (Baarnhielm et al., 2014; Di Giuseppe et al., 2014).

Uma das consequéncias do envelhecimento é o deterioramento da funcdo do cérebro
(referido como o declinio cognitivo relacionado com a idade). Isto é normal em muitos casos,
mas ha também graves doencas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer. Estudos
tém mostrado que pessoas que comem mais peixe tém taxas mais lentas de declinio cognitivo
(Morris et al., 2005). Outros estudos evidenciaram que pessoas que comem peixe todas as
semanas tém mais matéria cinzenta nos centros do cérebro que regulam a memaoria e emogéo
(Raji et al., 2014).
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Pessoas que comem peixe regularmente sdo0 menos propensas a tornar-se deprimidas
(Grosso et al., 2014). Acidos gordos do tipo 6mega-3 sdo benéficos contra a depresséo, e
aumentam a eficacia de medicamentos antidepressivos (Hallahan et al., 2007; Lin e Su,
2007; Peet e Horrobin, 2002).

Os peixes e 0s seus derivados séo boas fontes alimentares de vitamina D. Peixes gordos
como o salmao e o0 arenque contém elevadas quantidades desta vitamina (Malesa-Cie¢wierz
e Usydus, 2015), que apresenta diversas funcdes no nosso organismo, homeadamente no
desenvolvimento e manutencao de varios sistemas/drgdos, dos quais sdo exemplo os olhos,
os pulmdes, a pele e 0s 0ssos. A vitamina A, também presente no peixe, é considerada um
poderoso antioxidante, pelo que se presume possuir alguma ac¢ao na prevencdo das doencas
cardiacas, bem como na reducdo de certos tipos de cancro. A vitamina E, outra das vitaminas
lipossoluveis também com elevada capacidade antioxidante e atividade anti-inflamatoria,
pode igualmente ser encontrada em quantidades consideraveis em determinadas espécies de
peixe. Quanto as vitaminas hidrossollveis, 0s peixes constituem boas fontes de vitaminas do
complexo B, nomeadamente da tiamina (B1), riboflavina (B2), piridoxina (B6) e cobalamina
(B12) que sdo essenciais para o metabolismo celular. O peixe € um alimento que traz
inimeros beneficios para a saude, no entanto, quando contaminado podera ter um papel
inverso, apresentando riscos para a salide humana (ASAE, 2012; Australian Government,
2004; FAO, 1997b; Fernandes et al., 2012; Murray e Burt, 2001; Norwegian Scientific
Committe for Food Safety (VKM), 2014).

1.3.3. Metais e outros elementos em peixe (essencialidade vs toxicidade)

Os seres humanos necessitam de uma ingestdo adequada de alguns elementos essenciais,
tais como sddio, célcio, potassio, magnésio, manganés, selénio, cromo (l11), cobre, cobalto,
ferro e zinco (FAO, 1997b; Ikem e Egiebor, 2005).

O ferro € um nutriente mineral que € essencial para a formacdo da hemoglobina e de
determinadas enzimas no corpo e também esta envolvido na formacao da mioglobina, usada
para transporte de oxigénio nas células musculares. O corpo pode armazenar algum ferro
nos tecidos e também pode reciclar parte do ferro quando os glébulos vermelhos do sangue
morrem. No entanto, um fornecimento continuo de ferro deve ser ingerido com a dieta para
manter uma boa saude. O calcio e 0 magnésio sdo componentes importantes dos 0ssos e

também devem ser ingeridos em quantidades adequadas. Um problema relacionado com a
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falta de célcio na dieta é, por exemplo, a osteoporose (perda 6ssea). O manganés possui
fungBes estruturais e enzimaticas enquanto o zinco tem um papel fundamental no sistema
imunolodgico e também como catalisador de reagcdes enzimaticas. Apesar de estes elementos
serem necessarios em menor quantidade que os macronutrientes, ndo deixam de ser
fundamentais para um bom funcionamento do corpo humano (FAO, 1997b).

Os seres humanos podem ser expostos a elementos ndo essenciais, € mesmo prejudiciais,
como é o caso do arsénio, chumbo, mercuario, cadmio, niquel, entre outros, através do
consumo de agua potavel, do consumo de alimentos frescos e processados e atraves da
exposicdo ocupacional. Alguns dos contaminantes quimicos, tais como 0s metais, S&o
toxicos e persistentes. A principal fonte de exposi¢do dos seres humanos a metais é através
da ingestdo de alimentos (FAO, 1997b; Ikem e Egiebor, 2005). Nesse sentido, tém sido
efetuados estudos a fim de quantificar o nivel desses contaminantes em alimentos para
avaliar o seu risco.

O mercurio pode induzir alteracdes no normal desenvolvimento do cérebro das criangas
e em niveis mais elevados pode induzir alteracdes neuroldgicas nos adultos. Apresenta
efeitos de toxicidade renal e € um possivel carcinogéneo humano. A exposic¢do cronica a
arsénio pode levar a dermatites, pigmentacdo da pele, formacdo de verrugas e cancro de
pulm&o. A ingestdo excessiva de estanho pode causar irritagdes gastrointestinais, diarreia,
vomitos, nduseas, anemia, problemas de figado e rins, e irritagdo cutanea e ocular. O cadmio
pode acumular-se no organismo, induzir disfuncdo renal, doencas 6sseas, hipertensdo,
tremor, deficiéncias hepaticas, alteracdes na funcdo reprodutora e € um possivel
carcinogéneo. O chumbo induz a reducgdo do desenvolvimento cognitivo e do desempenho
intelectual das criancas, aumenta a pressdo arterial e potencia a doenca cardiovascular em
adultos, estando associado a um crescimento lento, hiperatividade, comportamentos
antissociais e aprendizagem e audicdo debilitadas. O niquel pode causar problemas
respiratdrios e é cancerigeno. O cromo (V1) é considerado carcinogéneo. O cobalto em niveis
elevados pode ter efeitos cardiacos adversos. O cobre quando ingerido em quantidades
elevadas pode causar danos no figado e nos rins (Ikem e Egiebor, 2005; lwegbue, 2015).

Os peixes e todas as outras formas de vida aquaticas estdo constantemente expostos aos
produtos quimicos existentes em &guas contaminadas tornando-se bons indicadores de
contaminacdo por metais em sistemas aquaticos. Especies predadoras podem apresentar

maior teor de contaminagdo como resultado de bioamplificacdo, enquanto peixes de
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diferentes idades apresentam diferentes teores de contaminagdo como resultado de
bioacumulacdo. A presenca de elementos potencialmente toxicos em peixes é dependente da
localizagdo geografica, da espécie e do tamanho do peixe, dos padrdes de alimentacdo, da
solubilidade dos produtos quimicos e da sua persisténcia no ambiente (FAO, 2015b). A
acumulacdo de um metal pode atingir niveis perigosos em funcdo do tipo e frequéncia do
consumo de peixe, sendo uma ameaca para a satde humana devido as suas caracteristicas de
toxicidade cumulativas nos organismos vivos. A exposi¢do continua a baixas doses de
contaminantes pode estar relacionada com o surgimento de varias doengas cronicas (Agah
et al., 2007).

Existem estudos que demonstram, através da analise de varios tipos de alimentos, que o
peixe e 0 marisco sdo 0s que apresentam valores mais elevados de metais, contribuindo para
a ingestdo destes elementos pelos seres humanos (Llobet et al., 2003). As fontes destes
contaminantes para 0 meio aquatico podem ser de origem antropogénica, nomeadamente
esgotos domesticos, industriais e os provenientes de atividades agricolas, ou de origem
natural, tais como as provenientes dos processos de erosdo dos solos e produtos expelidos
nas erupc¢des vulcéanicas. Problemas associados a contaminacdo ambiental por metais
surgiram pela primeira vez em paises industrialmente avancados devido as descargas
provenientes de industrias. Pode referir-se o caso de exposicéo a compostos com toxicidade
elevada, como foi 0 caso da exposi¢cdo a mercurio e cadmio no Japdo e na Suécia: 0
aparecimento da doenca de Minamata no Japdo causou a morte de muitas pessoas devido a
ingestdo de peixe contaminado com niveis elevados de mercurio e os efeitos devastadores
provocados pela ingestdo de animais contaminados com cadmio, que deu origem ao
aparecimento da doenca de Itai-Itai em seres humanos (Rahimi et al., 2012).

Dada a problemaética da presenca deste tipo de contaminantes nos produtos da pesca e a
relevancia do consumo destes produtos para a saide humana, a quantificacdo dos elementos
essenciais e potencialmente toxicos torna-se importante para poder balancear os riscos e
beneficios associados ao seu consumo.

Os métodos analiticos atuais apresentam a sensibilidade necessaria para a detecdo e
quantificacdo destes elementos, no entanto, antes da andlise é por vezes necessario fazer um
pré-tratamento da amostra, uma vez que 0s contaminantes estdo presentes nos alimentos em
baixas concentracbes e a matriz € complexa, podendo introduzir perturbacfes nessa

quantificacdo (Careri et al., 2002).
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1.3.4. Quantificacdo de elementos essenciais e potencialmente tdxicos em peixe

Vérias técnicas analiticas, tais como a espectrometria de emissdo Gtica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) (Medeiros et al., 2012), espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (Tuzen, 2009), espectrometria de absorcao
atdbmica com atomizagdo em forno de grafite (GF-AAS) (Fallah et al., 2011) e espectrometria
de absorcdo atémica de chama (F-AAS) (Ghanemi et al., 2011) tém sido utilizadas para a
determinacéo de elementos essenciais e potencialmente toxicos em amostras de peixe. As
técnicas baseadas em ICP-OES e ICP-MS tém sido amplamente utilizadas para a
determinacdo dos oligoelementos e contaminantes devido a sua capacidade multi-elementar,
grande gama linear de trabalho e limites de quantificacdo adequados (Antes et al., 2010;
Dressler et al., 2011).

A preparacdo das amostras tem também recebido atencdo, uma vez que este passo pode
representar uma fonte de erros na quantificacdo analitica. A digestdo com &cidos oxidantes
é 0 método de preparacao de amostra de peixe mais comum. Varios métodos de digestdo de
peixe para posterior analise de elementos essenciais e potencialmente toxicos tém sido
descritos na literatura, contudo, o procedimento mais utilizado na prepara¢do da amostra
para posterior analise envolve os seguintes passos: recolha da amostra de peixe, lavagem
para remover lamas, armazenamento em gelo até a chegada ao laboratério; no laboratério,
corte, com uma faca de aco inoxidavel ou de ceramica, da por¢édo ou o tecido de peixe que
se pretende analisar (por exemplo, musculo, figado, rins, pele, branquias, etc.); liofilizacdo
e homogeneizacdo com recurso a um almofariz da porcao retirada; pesagem de uma porc¢édo
representativa da amostra diretamente num frasco de teflon, adig&o dos reagentes e posterior
digestdio numa placa de aquecimento ou num sistema assistido por micro-ondas;
transferéncia do digerido para um frasco e afericdo do volume com agua ultrapura. Os
reagentes utilizados durante o processo devem ser de elevada pureza e o material utilizado
no processo de digestdo tem de ser previamente lavado com HNOs (geralmente a 50%,
durante 24 horas) e depois com agua ultrapura.

Como exemplo, refere-se o trabalho de Ikem & Egiebor (2005) que determinaram a
concentracédo de Ag, As, Cd, Cr, Fe, Pb, Mn, Ni, Co, Cu, Sn, V e Zn em peixe enlatado por
ICP-OES e de Hg por absorcdo atdmica, ap6s decomposicdo térmica da amostra; neste
trabalho o masculo de peixe (peso humido) foi digerido com HNO3z concentrado em sistema

de micro-ondas, sendo depois adicionado H2O- e repetido 0 aguecimento em micro-ondas;
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os extratos foram diluidos com &gua desionizada e analisados por ICP-OES. Noutro trabalho,
Gu et al. (2015) determinaram o contetido de Cd, Pb, Cr, Ni, Cu, Zn, Fe e Mn em peixe, por
AAS, apos adicdo de HNO3 concentrado e H202 e digestdo num sistema de micro-ondas; 0s
extratos foram depois aquecidos até restar 1 mL de solucédo e diluidos com agua ultrapura.
Outros exemplos sdo apresentados na Tabela 1 (ver matriz alimenticia peixe).
Paralelamente a este tipo de analises é geralmente efetuada a anélise de materiais de
referéncia certificados, brancos, padrdes, réplicas e por vezes também se usam outros
métodos de andlise para avaliar a fiabilidade dos resultados obtidos. O controlo de qualidade
e a validacdo do método sdo etapas importantes quando se efetuam analises deste tipo, a fim
de garantir que os resultados obtidos na analise sdo fiaveis e apresentam a qualidade exigida.
Apds a analise é importante comparar os resultados obtidos com os permitidos pela
legislacdo a fim de verificar se existe risco associado; isto no caso dos contaminantes. Por
outro lado, o conhecimento da concentragdo dos elementos essenciais, existentes no peixe,
permite estimar a contribuicdo (%) que esse alimento tem para a ingestdo da dose diaria

recomendada (DDR) de determinado oligoelemento.

1.3.5. Legislagdo sobre teores maximos de alguns elementos em peixe

Alguns elementos podem ser essenciais ou potencialmente toxicos dependendo das
concentracdes em se encontram nos alimentos (Hague et al., 2008). Uma avaliacdo da
concentracdo desses elementos nos alimentos e uma comparacdo desses valores com a
legislacdo € fundamental para manter em seguranca a satde dos consumidores.

A fim de proteger a saude publica, é essencial manter os contaminantes a niveis que
sejam aceitaveis do ponto de vista toxicoldgico e assegurar que os produtos que contenham
contaminantes que excedam o0s teores maximos ndo sejam colocados no mercado como tal,
nem ap6s mistura com outros géneros alimenticios, nem utilizados como ingredientes
noutros alimentos (CE, 2006).

No Regulamento (CE) N° 1881/2006 da comisséo de 19 de dezembro de 2006 que fixa
0s teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios sdo fixados
0s teores maximos de alguns contaminantes, sendo que os valores dos metais estao tabelados
na seccdo 3 do referido documento. Esses teores maximos sdo expressos em mg/kg de peso
fresco e sdo diferentes consoante o género alimenticio em questdo. Apenas estdo tabelados

valores para 0os metais chumbo, cddmio, mercurio e estanho inorganico, no entanto, para o
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género alimenticio peixe ndo sdo fixados valores maximos para o estanho na forma
inorganica (CE, 2006). Estes valores maximos variam ainda consoante a espécie de peixe.
Mais recentemente este regulamento sofreu varias alteracdes, na sequéncia de novos
regulamentos tais como: Regulamento (CE) N° 629/2008 da comisséo de 2 de Julho de 2008
que altera o Regulamento (CE) N° 1881/2006 que fixa os teores maximos de certos
contaminantes presentes nos géneros alimenticios (CE, 2008); Regulamento (UE) N°
420/2011 da comissédo de 29 de abril de 2011 que altera 0 Regulamento (CE) N° 1881/2006
que fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios (CE,
2011a); Regulamento (UE) N° 488/2014 da comissdo de 12 de maio de 2014 que altera o
Regulamento (CE) N° 1881/2006 no que diz respeito aos teores maximos de cddmio nos
géneros alimenticios (CE, 2014); Regulamento (UE) 2015/1005 da comissdo de 25 de junho
de 2015 que altera 0 Regulamento (CE) N° 1881/2006 no que diz respeito aos teores
maximos de chumbo em certos géneros alimenticios (CE, 2015a) e pelo Regulamento (UE)
2015/1006 da comissédo de 25 de junho de 2015 que altera o Regulamento (CE) N°
1881/2006 no que diz respeito aos teores maximos de arsénio na forma inorganica nos
géneros alimenticios. Neste ultimo regulamento foi adicionado um metal a lista, o arsénio,
no entanto ndo foram fixados valores maximos deste elemento em peixe (CE, 2015b).

Reunindo a informacdo dos regulamentos referidos constata-se que para a parte
comestivel do peixe existem valores maximos permitidos para os elementos chumbo, cadmio
e mercurio. Estes valores sdo apresentados na Tabela 3 (coluna 3), assim como a referéncia
ao regulamento que lhe deu origem. A existéncia de varios valores de legislacdo para um
determinado elemento prende-se com o facto de existirem diferentes valores tabelados
consoante a espécie de peixe. Para informacdo mais detalhada acerca dos valores maximos
para uma determinada espécie de peixe devem ser consultadas as tabelas existentes nos
anexos desses regulamentos (secc¢do 3). Ainda, para um mesmo elemento (como é o caso do
mercurio) pode ser necessaria a consulta de regulamentos diferentes, consoante a espécie de
peixe, uma vez que as alteracOes efetuadas no regulamento “original” (Regulamento (CE)
N° 1881/2006) dizem respeito a apenas algumas partes desse documento e ndo ao documento
como um todo. Assim, os varios documentos devem ter sidos em conta pois cada documento
tem informagéo mais atualizada de determinada secgéo.

Uma vez que soO estdo tabelados limites maximos para trés elementos toxicos na parte

comestivel do peixe foi efetuada pesquisa sobre valores permitidos noutros paises. Assim,
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na Tabela 3, é apresentada a concentragdo maxima de contaminante admissivel por kg de

peixe, na legislacdo europeia e noutros paises.

Para os elementos essenciais foi apresentado o valor de referéncia diario (coluna 1,

Tabela 3) e valores maximos de ingestdo diaria toleravel, que ndo deve ser ultrapassada
(coluna 2, Tabela 3).

Tabela 3 — Valores de referéncia dietéticos diarios, maximos diarios toleraveis para alguns elementos e

valores maximos permitidos pela legislacao na parte comestivel do peixe.

Maximos | Concentracdo maxima de alguns elementos admissivel na parte
Valores de diarios comestivel do peixe (mg/kg)
referéncia toleraveis
Elemento dietéticos (Supplem Australia | Canada Brasil Chile
diarios ent Europa (FAO, (FAO, | (ANVISA | (FAO,
(adultos) Quality, 1983) 1983) , 2013) 1983)
2004)
B 20 mg
300-350 mg
Mg (EFSA,
20153)
950-1000 mg
Ca (EFSA,
2015b)
\Y 1,8 mg
nenhum valor
Cr fixado (EFSA,
2014a)
3'mg (EFSA,
b 2013a)
- 11-16 mg
(EFSA, 2010)
Ni 1,0 mg
1,3-1,6 mg
Cu (EFSA, 10/30 10
2015c¢)
7,5-16,3 mg
| e o
2014b)
As 1,0/1,5 35 1 1
70 ug (EFSA,
Se 2014c) 1,0/2,0 0,30
65 ug (EFSA,
e 2013h)
Pb 0,30 (CE, 2015a) 1,5/2,0 0,5 0,30 2,0
0,050/0,10/
Cd 0,15/0,25 (CE, 0,2/5,5 %%%//%13%/ 0,05
2014) S
sn 40/50/
150/250
Sb 15
0,30 (CE, 2011a)
Hg 1.0 (CE. 2008) 0,5/1 05 0,50/1,0

Como se pode verificar os valores maximos de contaminantes permitidos pela legislagéo,

no musculo de peixe (parte comestivel), sdo diferentes de pais para pais. Esta diferenca pode
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dever-se a diferente quantidade de consumo deste alimento por parte da populacdo o que
origina um risco (exposi¢do a contaminagdo) tambem diferente.

Na legislacdo europeia tem-se observado, nos Gltimos anos, um aumento da lista de
alimentos a avaliar e uma retificacdo dos valores maximos permitidos, no entanto, esta lista
ainda possui uma dimensédo reduzida no que diz respeito aos contaminantes metalicos em
peixe. E de esperar que futuramente sejam tabelados valores maximos para o arsénio e
estanho na forma inorganica em peixe, uma vez que ja existe legislacdo relativa a estes
elementos noutros géneros alimenticios. Ainda é de esperar que num futuro mais longinquo
possam ser também tabelados valores maximos para o niquel, uma vez que, nos proximos
anos (2016, 2017 e 2018), segundo a Recomendagéo (UE) 2016/1111 da comissao de 6 de
julho de 2016 sobre a monitorizacdo do niquel nos alimentos, ird ser monitorizada a
quantidade de niquel em alimentos, no entanto, o peixe ainda nao faz parte dessa lista de

alimentos a serem monitorizados (CE, 2016a).

1.3.6. Legislacdo relativa a métodos de analise e critérios de desempenho

Segundo o Regulamento (CE) N° 333/2007 da comissdo de 28 de marco de 2007 que
estabelece métodos de amostragem e de analise para o controlo oficial dos teores de chumbo,
cadmio, mercdrio, estanho na forma inorganica, 3-MCPD e benzo(a)pireno nos géneros
alimenticios existem muitos procedimentos especificos satisfatorios para a preparacdo das
amostras que podem ser utilizados para efetuar o controlo dos contaminantes metalicos em
peixe e consideram-se satisfatorios os que se encontram descritos na norma CEN Foodstuffs
— Determination of trace elements — Performance criteria, general considerations and
sample preparation (EN 13804:2013) sem prejuizo de outros poderem ser igualmente validos
(CE, 2007). Existem muitas outras normas publicadas, referentes a métodos de anélise de
alimentos (EURL, 2012), no entanto outros méetodos poderdo ser igualmente validos.

Relativamente ao desempenho de métodos analiticos e a interpretacdo de resultados é
necessario garantir a qualidade e a comparabilidade dos resultados analiticos originados por
laboratdrios aprovados para o controlo oficial de metais. Para o efeito, devem usar-se
sistemas de garantia da qualidade e, especificamente, aplicar métodos validados em
conformidade com procedimentos e critérios de desempenho comuns e garantir a
rastreabilidade relativamente a normas comuns ou acordadas em comum. Ainda é exigido

que os laboratdrios oficiais de controlo sejam acreditados em conformidade com a norma
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ISO 17025 e os laboratorios autorizados terdo de participar num programa externo
internacionalmente reconhecido de avaliacdo e acreditacdo do controlo de qualidade. Além
disso, os laboratorios autorizados devem provar a sua competéncia participando
regularmente e com éxito em programas de comprovacdo de capacidade conhecidos ou
organizados pelos laboratdrios de referéncia nacionais ou comunitarios (CE, 2002, 1996).

Em Portugal existe um Laboratorio Nacional de Referéncia (LNR) aprovado para o
controlo oficial de metais em peixes, o Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera, como se
pode verificar no site da European Union Reference Laboratory (EURL, 2016a). Estes
laboratorios tém de participar em testes de comparacdo interlaboratoriais (EURL, 2016b). O
European Union Reference Laboratory (EURL) suporta os LNR através da organizacao
dessas comparacOes interlaboratoriais para a determinacdo de elementos quimicos em
alimentos de origem animal, como é o caso do peixe.

A legislacdo ndo é clara quanto a obrigatoriedade do cumprimento da legislacdo na
andlise de outros elementos em peixe, cingindo-se apenas aos contaminantes abordados no
Regulamento (CE) N° 1881/2006.

No Regulamento (CE) N° 333/2007 da comissao de 28 de mar¢o de 2007 que estabelece
métodos de amostragem e de analise para o controlo oficial dos teores de chumbo, cadmio,
mercdrio, estanho na forma inorgéanica, 3-MCPD e benzo(a)pireno nos géneros alimenticios
é apresentada a legislagdo que estabelece os métodos de amostragem e de andlise para o
controlo oficial dos teores dos elementos/compostos mencionados (CE, 2007). Este
regulamento foi posteriormente alterado pelo Regulamento (UE) N° 836/2011 da comissao
de 19 de agosto de 2011 que altera o Regulamento (CE) N° 333/2007 que estabelece métodos
de amostragem e de analise para o controlo oficial dos teores de chumbo, cadmio, mercurio,
estanho na forma inorgéanica, 3-MCPD e benzo(a)pireno nos géneros alimenticios (CE,
2011b) e pelo Regulamento (UE) 2016/582 da comissdo de 15 de abril de 2016 que altera o
Regulamento (CE) N° 333/2007 no que diz respeito a analise do arsénio na forma inorgénica,
chumbo e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e a certos critérios de desempenho da
analise (CE, 2016b). Na parte C dos referidos regulamentos esta apresentada a legislacédo
referente a etapa de preparacdo das amostras e analise, assim como 0s critérios de
desempenho da analise. Os métodos validados internamente devem respeitar os critérios de

desempenho mencionados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Critérios de desempenho para métodos de analise de chumbo, cadmio e mercurio em peixe.

Parametro Critério
Seletividade Sem interferéncias matriciais ou espectrais
Repetibilidade HORRAT, menos de 2
Reprodutibilidade HORRATR menos de 2
Limite de detecéo = trés décimos do LQ
Teor maximo no peixe enquadra-se no > 0,1 mg/kg
Chumbo
<um quinto do teor maximo
Limite de Teor méximo é Teor méximo é
quantificacéo Cadmio e < 0,100 mg/kg > 0,100 mg/kg
mercUrio < dois quintos do teor < um quinto do teor
maximo maximo

Uma vez que na legislacdo europeia (da qual Portugal é estado-membro) apenas sao
apresentados limites maximos para trés contaminantes metalicos em peixe, também € apenas
apresentada legislacdo no que diz respeito aos métodos de amostragem, analise e critérios
de desempenho para estes trés elementos. Esta abordagem podera ser estendida a outros
elementos; no entanto, os critérios de desempenho relativos aos limites de detecdo e
quantificacdo ficam restritos aos elementos presentes no Regulamento (CE) N° 1881/2006.

Como se pode observar na Tabela 4, a precisdo do método € avaliada através do célculo
do valor de HORRAT, e HORRATR, que dizem respeito a razdo entre o desvio padrao relativo
(coeficiente de variacdo) calculado a partir dos resultados obtidos em condi¢es de
repetibilidade (r) ou reprodutibilidade (R) e o desvio padréo relativo estimado a partir da
equacdo de Horwitz, na concentracdo de interesse. A repetibilidade (r) diz respeito a 66%
da reprodutibilidade (R) (CE, 2007; Thompson, 2000).

As equacdes de Horwitz s@o equacdes de precisdo generalizada independentes do analito
e da matriz e apenas dependentes da concentracdo para a maioria dos métodos de andlise de
rotina. O desvio padrao relativo (DRP) estimado a partir da equacédo de Horwitz € obtido de

acordo com o indicado na Tabela 5, tendo em conta a concentragdo da amostra (C).

Tabela 5 — Desvio padrao relativo estimado a partir da equacdo de Horwitz, na concentragéo de interesse.

C<12x1077 DPR = 0,22% | Equacéo 1 | Equacdo de Horwitz modificada
1,2%x 1077 <€ <0,138 | DPR = 2C¢~ %15 | Equagéo 2 Equacio de Horwitz

sendo que C ¢ a taxa de concentracdo (ou seja, 1 = 100 g/100 g; 0,001 = 1 000 mg/kg).
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Basicamente o valor de HORRAT é um critério de performance, em que se compara o
coeficiente de variagdo obtido com o coeficiente de variagdo sugerido por Horwitz.

No que se refere aos métodos validados internamente, pode utilizar-se, como alternativa,
uma abordagem “de adequacdo a finalidade” para se avaliar a adequabilidade desses
métodos para o controlo oficial. Os métodos adequados para o controlo oficial tém de
produzir resultados cuja incerteza-padrdo combinada de medicdo (u) seja inferior a

incerteza-padrdo de medi¢do maxima, calculada pela férmula seguinte (CE, 2007):

Uf =y (LD/2)? + (aC)?
Equagdo 3
Onde:
Uf representa a incerteza-padrdo de medicdo méxima (ug/kg).
LD representa o limite de detecdo do método (ug/kg).
C corresponde a concentracdo em causa (1g/kg).

a € um fator numérico cuja utilizacdo depende do valor de C (CE, 2007).

Estes critérios de desempenho, apresentados na legislacdo europeia, foram tidos em
conta na realizacdo deste trabalho, tendo-se estendido a presente legislacdo a determinacgéo

de outros elementos em peixe.

1.4.  Objetivos do trabalho de Estégio

O presente trabalho enquadrou-se nos objetivos do Laboratério Central de Analises
(LCA) da Universidade de Aveiro, no que diz respeito a rececdo de alunos para a realizacao
de Estagio e apoio na sua formacdo na area de controlo e garantia da qualidade e validagédo
de métodos analiticos. O trabalho desenvolvido no &mbito deste estagio também teve como
objetivo proporcionar algum contacto com técnicas instrumentais de analise, nomeadamente
ICP-MS e ICP-OES.

Foi identificada como sendo uma mais valia para futuros trabalhos de investigacdo e
também para proporcionar resultados com uma qualidade superior aos clientes do LCA, a
validacdo de metodologias para analise elementar em peixe utilizando técnicas com plasma
indutivamente acoplado. A escolha deste tipo de matriz/alimento deveu-se a varios fatores,

tais como a proximidade que Portugal tem ao mar, o crescente aumento do consumo que este
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alimento tem vindo a alcancar, os beneficios que este alimento tem para a salide humana, a
crescente consciencializacdo da populagdo com questdes relacionadas com uma alimentagéo
cuidada, variada e saudavel, a necessidade de informacéo acerca desta tematica que tem
merecido poucos estudos em Portugal e o facto de o peixe ser um dos alimentos que mais
contribui para a ingestao de elementos toxicos.

Assim, o objetivo principal deste trabalho consistiu no desenvolvimento e validagéo de
metodologias para andlise de peixe, recorrendo a técnicas de analise multi-elementares
existentes no LCA (ICP-OES e ICP-MS). A validacéo destes métodos teve como objetivo a
sua posterior acreditacéo.

Os elementos para os quais as metodologias foram validadas foram: o manganés, o
estréncio, o cobre, o ferro e 0 zinco em peixe, ficando a acreditacdo condicionada por uma

futura participacdo com éxito num ensaio de comparacéo interlaboratorial.
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2. Materiais e métodos

2.1. Lavagem do material

Para a determinacdo de elementos vestigiais é importante que ndo ocorram
contaminagfes, nem perdas de elementos que se queiram analisar por fenémenos de
adsorcéo. P6 no ambiente do laboratorio, impurezas nos reagentes e impurezas no material
de laboratério, o qual estd em contacto com a amostra, sdo potenciais fontes de
contaminagdo. E importante que todo o material utilizado durante a execugio do método
esteja devidamente limpo.

No inicio do trabalho todo o material utilizado foi adequadamente lavado com uma
solucdo de detergente Decon a 3% (v/v) e agua da torneira. De seguida o material foi imerso
numa mesma solucéo, durante 24 horas, e subsequentemente passado por &gua da torneira e
por fim &gua ultrapura. Posteriormente foi colocado em acido nitrico a 50% (v/v) durante
pelo menos 24 horas. Apos imersdo no acido o material foi passado por agua ultrapura e
deixado a secar com a abertura virada para baixo.

Os vasos de micro-ondas, de teflon, foram lavados inicialmente com uma solucdo de
detergente Decon a 3% (v/v) e com agua da torneira. Seguidamente os vasos de micro-ondas
foram submetidos a um programa de aquecimento de micro-ondas, proprio para a lavagem
dos mesmos, com uma solucédo de acido nitrico a 50% (v/v). Por fim, os vasos foram lavados
com &gua ultrapura pelo menos 5 a 6 vezes. A secagem dos vasos foi feita deixando-os a
secar com a abertura virada para baixo. Nos casos em que o material foi utilizado

imediatamente a seguir a lavagem procedeu-se a sua secagem com ar comprimido.

2.2. Equipamentos

O forno de micro-ondas utilizado para a digestdo das amostras foi um CEM - MDS-81D,
equipado com 12 vasos pressurizados.

O equipamento utilizado para a técnica de espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado foi um ICP-MS Thermo X Series (Thermo Scientific) equipado com
uma bomba peristéltica, nebulizador Burgener e cones de niquel.

O equipamento utilizado para a técnica de espectrometria de emissao otica com plasma
indutivamente acoplado foi um ICP-OES Jobin Yvon Activa M. (configuracdo radial)

equipado com uma bomba peristéltica e um nebulizador Burgener.
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Os isOtopos utilizados na quantificagdo por ICP-MS, dos elementos manganés e
estroncio foram os que possuiam 55 e 88 unidades de massa atomica, respetivamente.

Os comprimentos de onda utilizados para quantificar o cobre, o ferro e o zinco por ICP-
OES foram 324,754; 259,940 e 213,857 nm, respetivamente.

2.3.  Técnicas com plasma indutivamente acoplado utilizadas neste trabalho

A quantificacdo de elementos essenciais e de elementos potencialmente toxicos em peixe
pode ser efetuada por diversas técnicas instrumentais, tal como se pode verificar na Tabela
1. As técnicas de analise que usam plasma indutivamente acoplado como método de
atomizacdo, possuem vantagens relativamente as que tém atomizagdo por chama ou
eletrotérmica. Por este motivo, na realizacdo deste trabalho as quantificacbes foram

realizadas por ICP-OES e ICP-MS e estas técnicas sdo aqui sumariamente descritas.

2.3.1. Principio de funcionamento do ICP-OES

O ICP-OES é uma técnica de emissdo espectrofotométrica que se baseia ha medicéo da
radiacdo eletromagnética emitida pelo retorno de um eletrdo de um estado de energia
superior (excitado) para um estado de energia fundamental, sendo o comprimento de onda
desta radiacdo caracteristico para cada elemento. A energia € transferida para o &tomo através
de mecanismos de colisdo com outra particula resultando na excitacdo do mesmo. A energia
¢ emitida na forma de luz com um determinado comprimento de onda, ou mais
especificamente na forma de um fotdo com determinada frequéncia (Cazes, 2005).

No plasma as amostras sdo transportadas em forma de aerossol e sofrem uma sequéncia
de processos fisico-quimicos, tais como dessolvatacdo, vaporizacdo, dissociacdo e
atomizacdo. A luz emitida no processo de passagem dos eletrbes do estado excitado ao
estado fundamental é filtrada e separada por regido do espectro (difratada por redes de
difracdo). Cada regido do espectro esta associada a uma transicao eletronica e as intensidades
luminosas sdo medidas, sendo o seu valor proporcional & concentracéo do(s) elemento(s) em
estudo (Skoog et al., 2013).

e Constituintes do ICP-OES

O ICP-OES é constituido pelos seguintes componentes: gerador de radiofrequéncias

(RF), bobine de inducéo para formar o plasma, tocha, sistema de introducdo da amostra
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(inclui nebulizador e camara de nebulizagéo), colimador (lentes e espelhos), sistema de
dispersdo e um detetor. Na Figura 5 esta representado o esquema de um equipamento de
ICP-OES.

Lente de
transferéncia

Espectrometro
Gerador de RF

Eletrénica [

Camara
nebulizadora

Saida de -

dados E
[ ]

Figura 5 — Esquema de um equipamento de ICP-OES (Cazes, 2005).

v
Recolha de
residuos

A fonte de ICP é constituida pela bobine de inducdo e pela tocha, como pode ser
observado na Figura 6. A tocha é constituida por trés tubos de quartzo concéntricos através
dos quais passa um fluxo de argon. A ionizacdo do argon € iniciada por uma faisca de alta
voltagem, que provoca a separacdo de alguns eletrdes dos &tomos de argon. Esses eletrdes
sdo acelerados no interior do campo eletromagnético gerado, colidindo com atomos de
argon, o que origina a libertacdo de mais eletrdes. Esta ionizagdo, induzida por colisbes do
argon, continua numa reacdo em cadeia que provoca a quebra dos &tomos de argon em ides
e eletrdes livres, formando o que é conhecido como uma descarga de plasma indutivamente
acoplado. Essa descarga € sustentada, mantendo-se a passagem de argon pela tocha e a
passagem de corrente elétrica alternada pela bobina de indugdo. A temperatura de formacao
do plasma é suficientemente alta para requerer isolamento térmico. Este isolamento &

realizado através do fluxo de argon que suporta o plasma (Cazes, 2005; Thomas, 2001).
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Figura 6 — Esquema de uma fonte de plasma acoplado indutivamente (Hill, 2007).

Para que as amostras cheguem ao plasma na forma de aerossol, uma vez que estas sao
liquidas, é necessaria a utilizacdo de um nebulizador, cuja funcdo é converter uma amostra
aquosa num aerossol com a ajuda de um gas de arraste (Hill, 2007; Skoog et al., 2013).

O gés usado, argon, tal como todos 0s gases raros € monoatémico, quimicamente inerte
e apresenta uma elevada energia de ionizagdo (15,6 eV). Outras vantagens da utilizacéo de
argon sdo: emissdo de um espectro relativamente simples produzindo pouca interferéncia
espectral na emissdo; capacidade de atomizar, ionizar e excitar uma grande parte dos
elementos da tabela periddica; baixo custo relativamente a outros gases raros ja que este é
mais abundante (1% da composic¢édo do ar) (Hill, 2007; Skoog et al., 2013).

O sistema 6tico do equipamento de ICP-OES do LCA é do tipo Czerny-Turner e consiste
basicamente num conjunto de espelhos colimadores, fendas e numa rede de difracdo. A luz
que é emitida é dirigida para as redes de difracdo que contém diversos sulcos. Cada sulco
dispersa a luz incidente num angulo largo, havendo uma relacédo direta entre 0 comprimento
de onda e o0 angulo de difracdo. Desta forma, os comprimentos de onda atomicos individuais
sdo separados. O efeito € idéntico ao que se observa pelo arco-iris, onde cada comprimento
de onda individual (cores) pode ser separado. O espectrometro vai separar a radiacéo
emissora em linhas espectrais, onde cada linha espectral é caracteristica de um determinado
elemento presente na amostra (Cazes, 2005; Skoog et al., 2013).

O detetor presente no equipamento do LCA é um dispositivo de carga acoplada (CCD),
que € um detetor de estado solido constituido por um arranjo de varios detetores individuais
fotossensiveis (pixels) contidos num chip de silicio. Estes detetores operam de forma muito
similar a um filme fotografico no sentido de que integram o sinal informativo quando a

radiagdo os atinge. Medindo a intensidade das linhas espectrais selecionadas, o
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espectrometro da informacdo quantitativa da concentracdo de cada elemento presente na
amostra (Skoog et al., 2013).

2.3.2. Principio de funcionamento do ICP-MS

Em ICP-MS os i0es sdo separados e os elementos quantificados de acordo com a sua
razdo massa/carga (m/z) sendo a concentracdo do elemento proporcional ao nimero de iGes.
A separacdo dos ides é proporcionada por um quadrupolo e a dete¢do por um multiplicador
de eletrdes com dinodos discretos. O fator de proporcionalidade entre resposta e
concentracdo de analito diz respeito apenas a uma fracdo dos 4tomos de analito que sdo
aspirados até ao detetor na forma de ides (Hill, 2007).

e Constituintes do ICP-MS

Na Figura 7 esta representado o esquema de um equipamento de ICP-MS. A semelhanca
do ICP-OES, este equipamento possui um gerador de radiofrequéncias (RF), bobine de
inducdo para formar o plasma, tocha, sistema de introducdo de amostra (inclui também
nebulizador e cdAmara de nebulizacdo). No entanto difere nos componentes seguintes, porque
também a mensuranda aqui é diferente. Estes componentes sdo homeadamente a regido de
interface entre o ICP e 0 espectrometro de massa, analisador e detetor (Cazes, 2005; Skoog
et al., 2013; Thomas, 2001).

Sampler cone

/ Skimmer
Y. —
Toc.hf ) Lentes andrupolo -
. m — allas ,
I — ]: =
5o Apes = . ] l
1T ) l=
Cémara | ; I N
nebulizadora Bomba Bomba
vacuo vacuo

| Bomba j

vacuo

Controlo de Ar (g)

Figura 7 — Esquema de um equipamento de ICP-MS (Cazes, 2005).

A técnica de ICP-MS requer mais energia do que a utilizada para a atomizacgéo (ICP-

OES) uma vez que também é necessario a ioniza¢do dos varios elementos que se pretendem
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quantificar. Em ICP-MS, os ides formados sdo extraidos do plasma para o interior do
espetrometro de massa, atravessando um analisador que faz a separacdo destes, de acordo
com as respetivas razGes massa/carga. A zona entre o plasma e o analisador é designada por
interface e tem como principal funcdo assegurar que uma fracdo substancial dos ibes
produzidos no plasma seja transportada para o analisador de massas. A interface consiste em
dois cones metéalicos, denominados de sampler e skimmer. O plasma é orientado na dire¢cdo
do sampler, por onde uma fracéo do plasma pode passar. Uma lente extratora, posterior ao
skimmer, possui um potencial elétrico negativo elevado, que atrai os catides em dire¢do ao
analisador de ides. A pressdo é sucessivamente reduzida ao longo da interface, atingindo
praticamente o vacuo a entrada do analisador de ibes (Cazes, 2005; Skoog et al., 2013;
Thomas, 2001).

O papel do sistema de focagem de ides é, por conseguinte, transportar 0 nimero maximo
de ides de analito da regido da interface para o analisador de massas. Esta focagem é feita
através de lentes eletrostaticas (idnicas), colimando assim o feixe de iGes e focando-o0 na
abertura de entrada do espectrometro de massa (Thomas, 2001).

Na maioria dos ICP-MS a separacdo dos ides é realizada num quadrupolo (analisador
utilizado no equipamento do LCA). O analisador de massas quadrupolo (Figura 8) consiste
em quatro elétrodos num circulo ou em hipérbole, paralelos dois a dois, onde € aplicada uma
diferencga de potencial de corrente continua (CC) e uma diferenca de potencial de corrente
alternada de radiofrequéncias (RF) a cada par de elétrodos (opostos entre si). A combinacgéo

destes potenciais determinara as trajetorias dos ides no interior do analisador.
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Figura 8 — Esquema do analisador de massas de um ICP-MS — quadrupolo (Skoog et al., 2013).



Os iBes com uma determinada razdo massa/carga possuem trajetorias estaveis no interior
do quadrupolo e chegam ao detetor. 16es com razdo massa/carga superior ou inferior aos que
descrevem uma trajetoria estavel dentro do quadrupolo possuem uma trajetoria instavel e
colidem com os elétrodos, ndo chegando ao fim deste percurso. Variando as voltagens
aplicadas, vai-se fazendo um varrimento dos i6es (com diferentes razdes massa/carga), que
tém um percurso estavel dentro do analisador, e assim se vao separando e analisando a
medida que chegam ao fim deste trajeto (Cazes, 2005; Skoog et al., 2013; Thomas, 2001).

Depois de serem separados no analisador, de acordo com a sua razdo massa/carga, 0S
ifes atingem o detetor onde produzem um sinal cuja amplitude estara relacionada com o
namero de ides detetados. O detetor presente no equipamento de ICP-MS do LCA € um

multiplicador de eletrbes com dinodos discretos (Figura 9).
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Figura 9 — Esquema de um multiplicador de eletr6es com dinodos discretos (Hill, 2007).

O principio de funcionamento deste detetor baseia-se na multiplicacdo dos eletrdes.
Quando um ido incide no primeiro dinodo provoca uma emissdo secundaria de eletrdes que
sdo acelerados para um segundo dinodo, causando nova emissdo de eletrdes e assim
sucessivamente através de todos os dinodos. Este efeito em cascata produz uma amplificacédo
de corrente medida, a qual pode ainda ser amplificada eletronicamente (Hill, 2007).

2.3.3. Interferéncias nas técnicas de ICP

As interferéncias que podem ocorrer nestas técnicas sdo interferéncias espectrais, de
fundo e de matriz (devido a influéncias fisicas ou quimicas).

Em ICP-OES, problemas de interferéncias espectrais sdo comuns, devido ao elevado

namero de riscas de emissdo produzidas pela fonte de plasma. Estes problemas podem ser
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minimizados recorrendo a monocromadores de alta resolucdo ou fatores de correcdo inter-
elementos. Outra alternativa é escolher uma risca de emissdo a um comprimento de onda
alternativo, embora isto possa provocar uma perda de sensibilidade. As interferéncias de
fundo devem-se a espécies moleculares (tais como OH, préprio de matrizes aquosas) que
originam bandas de emissdo largas. Os efeitos deste tipo de interferéncias podem ser
minimizados recorrendo a correcdo de fundo, quimiometria sofisticada, sele¢do cuidadosa
das condicdes do plasma ou usando uma linha de emissdo que seja menos afetada pela
interferéncia de fundo. As interferéncias de matriz sdo minimas, mas os efeitos fisicos, tais
como a viscosidade e efeitos de tenséo superficial afetam a eficiéncia da nebulizagédo, o que
poderd influenciar a qualidade dos resultados. Para minimizar as interferéncias, podera ser
necessario usar padrdes que tenham sido preparados no mesmo tipo de matriz existente nas
amostras a analisar e recorrer ao uso de um padrdo interno (1ISO, 2007; ThermoElemental,
2001).

Em ICP-MS as interferéncias espectrais ocorrem quando espécies tém uma razao
massa/carga muito proxima da do analito; sdo conhecidas como interferéncias isobaricas.
Para resolver este problema sdo usadas relacbes matematicas inter-elementares ou pode usar-
se um outro is6topo menos abundante do analito, mas que ndo esteja tdo sujeito a
interferéncias, no entanto esta escolha tem consequéncias negativas em termos de
sensibilidade. Outras possibilidades incluem o uso de um analisador com maior resolucéo e
a aplicacdo de uma célula de colisdes para quebrar ides moleculares. As interferéncias de
fundo quase ndo existem em ICP-MS, no entanto, contaminac6es no branco e efeitos de
memoria podem causar ruido instrumental e comprometer o limite de detecédo, tornando-se
mais significativas em concentra¢des na gama das ng/L. Os efeitos de matriz podem ser um
problema em ICP-MS, prejudicando a precisdo da técnica e sdo resultado da utilizacdo do
gas argon e também dos solventes e acidos utilizados na preparacao das amostras. Como tal
deve-se ter cuidado na escolha destes reagentes, sendo preferencial o uso do &cido nitrico.
Efeitos fisicos tais como a viscosidade e tenséo superficial na cdmara de nebuliza¢do podem
ser resolvidos como mencionado para ICP-OES (1SO, 2004, 2003; ThermoElemental, 2001).

Sdo apresentadas no documento da Inorganic Ventures as diversas interferéncias que
podem ocorrer para cada elemento, tanto em ICP-OES como em ICP-MS, assim como outras
informacdes relevantes para analise desses elementos através destas técnicas (Inorganic

Ventures, 2014). O documento “Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission
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Spectroscopy, An Atlas of Spectral Information” existente no LCA possui informacao acerca
de possiveis interferentes espectrais na quantificacdo de elementos por ICP-OES. Para 0s
elementos quantificados por ICP-MS foi consultada a norma ISO 17294 (ISO, 2004, 2003).

2.3.4. Algumas vantagens e limitacGes das técnicas com plasma

Em absorcdo atdmica de chama (F-AAS), uma chama de ar/acetileno ou de o6xido
nitroso/acetileno pode ser usada para evaporar o solvente e para dissociar a amostra nos seus
atomos correspondentes. Quando a luz de uma lampada de catodo oco (selecionada com base
no elemento a ser determinado) passa através da nuvem de atomos, 0s d&tomos de interesse
absorvem a radiacdo da lampada. Esta é medida por um detetor e utilizada para calcular a
concentracdo do referido elemento na amostra original (ThermoElemental, 2001).

A utilizacdo de uma chama limita a temperatura a um maximo de cerca de 2600°C (com
chama de N2O/acetileno). Para muitos elementos, isso ndo € um problema. Por exemplo,
Mn, Ni, Cd, Pb e os metais alcalinos sdo atomizados de forma eficiente em F-AAS e podem
ser quantificados mesmo em concentragdes na gama dos mg/L. No entanto existe um nimero
de elementos refratarios, como o V, Zr, Mo e B, que ndo tém um bom desempenho com uma
atomizacdo com chama. Isto deve-se ao facto de a temperatura maxima atingida ser
insuficiente para decompor 0s compostos destes elementos. Como resultado, a sensibilidade
da F-AAS para estes elementos ndo é tdo satisfatéria como noutras técnicas de analise
elementar (ThermoElemental, 2001).

A técnica de absorcdo atdbmica com atomizacdo em forno de grafite (GF-AAS) é
semelhante a da chama, exceto que a chama é substituida por um pequeno tubo de grafite
aquecido eletricamente, e que pode atingir temperaturas até 3000°C, para gerar uma nuvem
de atomos. A maior densidade atdmica e o maior tempo de residéncia da amostra na camara
de grafite, relativamente ao que acontece na chama, torna a sensibilidade da GF-AAS
superior a da F-AAS, o que permite quantificar alguns elementos com concentracdes na
ordem dos pg/L. Contudo, devido a temperatura méxima que é possivel ter no forno e ao uso
de um material de grafite, os problemas associados a formacdo de compostos refratarios
ocorrem também neste tipo de técnica (ThermoElemental, 2001).

Num ICP-OES, as temperaturas atingidas sdo superiores as de F-AAS e GF-AAS e a
maioria dos compostos refratirios sdo atomizados eficientemente. Isto permite a

quantificacdo de alguns elementos com concentracdes varias ordens de magnitude inferiores
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as concentragdes minimas quantificaveis por F-AAS. Este tipo de equipamentos permite
também a quantificacdo de varios elementos por minuto, sendo uma técnica mais rapida que
as anteriores. O ICP-MS ¢ a técnica que oferece os melhores limites de detecdo para a
maioria dos elementos, normalmente em concentracbes na gama dos ng/L
(ThermoElemental, 2001).

Na Tabela 6 sdo comparadas algumas das carateristicas das técnicas de andlise

mencionadas.

Tabela 6 — Comparacao de algumas caracteristicas de técnicas de analise elementar.

F-AAS GF-AAS ICP-OES ICP-MS
Limites de  Muito bons para Excelente Mu_lto_ bom para a Excelente para a maioria
N paraalguns  maioria dos

detecéo alguns elementos dos elementos
elementos elementos

Tempode  10-15 segundos 3;)1 minutos 1-60 elementos Todos os elementos em

analise por elemento P por minuto menos de 1 minuto
elemento

Elementos 50 73 82

aplicaveis

Apesar das vantagens inerentes as técnicas de ICP, estas também apresentam
desvantagens como custos mais acrescidos dos equipamentos e associados a sua
manutencdo. No entanto, quando se pretendem analisar muitos elementos em pouco tempo
e quando se tém muitas amostras para analise, 0s custos por analise de um elemento sdo
menores e o ICP compensa em termos de custos relativamente a outras técnicas
(ThermoElemental, 2001).

2.4, Reagentes e solucdes

A agua utilizada para a lavagem do material, para fazer as diluicdes e preparacdo de
padrBes foi agua de classe 1. O sistema de ultrapurificacdo, Helix acoplado a um Milli-Q
Element, garante resistividade de 18,2 MQ.cm e carbono organico total = 1 ug/L.

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram, pelo menos, de grau de pureza p.a.
Em particular, foram utilizados &cido nitrico a 65% (v/v) e peroxido de hidrogénio a 30%
(v/v) (digestdes).

Para avaliar as interferéncias espectrais no ICP-OES foram utilizados padrdes
monoelementares de célcio, ferro e cobre.

Para a preparacdo dos padrbes de calibracdo foram utilizados os padrdes comerciais
multielementares IV-ICPMS-71A e IV-ICPMS-71B da Inorganic Ventures.
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Para a otimizacdo diaria da sensibilidade do equipamento de ICP-MS foi utilizada uma
solucgéo (Tune A) contendo Ba, Be, Bi, Ce, Co, In, Li, Ni, Pb, e U com concentracgdo de 10
pg/L.

Como padréo interno, na técnica de ICP-MS, foi utilizada uma solucéo contendo Bi, Ga,
In, Li, Sc, Thb e Y com concentracdo de 50 pg/L. O elemento monitorizado como padréo
interno foi apenas o In (mais concretamente, o0 is6topo com 115 unidades de massa atomica).

A solucdo de branco utilizada para a determinacdo do ruido instrumental e para a
preparacdo dos padrdes de calibracéo e restantes padrdes/solucdes/diluicdes foi uma solucéo
de &cido nitrico a 1% (v/v), resultante da dilui¢&o de &cido nitrico a 65% em &gua ultrapura.
A solucdo de lavagem, utilizada entre leituras de amostras diferentes, foi uma solucéo de
acido nitrico a 2% (v/v).

Todos os padrdes de calibracao utilizados no ICP-MS foram preparados em frascos de
plastico, por pesagem. Estes padrdes foram preparados por diluicdo de uma solucdo mée
preparada também por diluicdo a partir de uma solucdo comercial multi-elementar. Os
padrdes de calibracdo utilizados no ICP-OES foram preparados de igual forma.

Os padrdes de verificacdo do limite de quantificacdo (PVLQ) e os padrdes de verificacdo
da reta de calibracdo (PVRC) foram preparados da mesma forma que os restantes padrdes
do método descrito, diferindo apenas na solucdo mae utilizada inicialmente, uma vez que
esta deve ser independente da utilizada na preparagédo dos padrdes de calibracéo (pelo menos
de um lote diferente). Foram também utilizados como padrfes de verificacdo da reta de
calibracdo (PVRC) padrdes provenientes dos ensaios de aptiddo de aguas (EAA)
coordenados pela RELACRE.

2.5. Preparacdo de amostras

Neste trabalho foram utilizados dois tipos de materiais: material de referéncia certificado
(MRC) e amostras de peixe (musculo), o que possibilitou a avaliagdo das diferentes
caracteristicas de desempenho do método em estudo.

O MRC utilizado neste trabalho foi 0 TORT-2, comercializado pelo National Research
Council of Canada e apresentava-se sob a forma de um p6 seco. As amostras de peixe foram
utilizadas depois de liofilizadas e homogeneizadas. No entanto este material (amostras de
peixe) nunca apresentou um grau de homogeneidade tdo grande quanto o MRC e a sua

granulometria era superior. O MRC permitiu avaliar a justeza do método e foi fundamental
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para a sua validacdo; as amostras de peixe permitiram avaliar as limitagdes do método em
relacdo a matriz em estudo, e permitiram obter uma avaliacdo mais fidedigna da preciséo do
método.

As digestdes destes dois tipos de materiais foram feitas de igual forma. Antes da pesagem
0 MRC teve que ser agitado durante alguns minutos, de acordo com as especificagdes
presentes no certificado que o acompanhava, de forma a homogeneizar o material e garantir
que a amostragem efetuada era representativa. No caso das amostras de peixe esta agitacao
teve especial relevancia, uma vez que estas amostras eram menos homogeéneas que o0 MRC.
Nas amostras de peixe, mesmo ap0s moagem, verificou-se a existéncia de granulos de
diferentes tamanhos e na pesagem de uma porc¢ao de amostra de peixe foi importante garantir
a representatividade da amostragem.

Para o processo de digestdo foram pesados cerca de 100 mg, de amostra de peixe e de
MRC, diretamente para os vasos de teflon, revestidos com papel de aluminio para minimizar
a eletricidade estatica que originava dispersdo do material. De seguida, foi adicionado a cada
vaso 1,5 mL de &cido nitrico concentrado. Posteriormente os vasos foram devidamente
fechados e acomodados no carrossel e este colocado no forno de micro-ondas. Os vasos
foram entdo sujeitos a um programa de digestdo composto por 9 ciclos, de 3 minutos cada,
de aquecimento com a poténcia adequada a carga existente no carrossel, alternados com
ciclos de arrefecimento (com poténcia zero). A poténcia de aquecimento foi de 100% quando
o carrossel estava completo (12 vasos) e (100% - 5% X n° espagos vazios) nos casos em que
o carrossel ndo estava completamente cheio. No fim do ciclo de digestdo, o carrossel foi
colocado na hotte até que os vasos arrefecessem, para depois poderem ser abertos.
Adicionou-se entdo a cada vaso 100 uL de perdxido de hidrogénio e seguidamente 0s vasos
foram colocados numa placa de aquecimento para evaporar até um volume de cerca de
0,5mL. As solucdes foram recolhidas e diluidas com agua ultrapura até ao volume
pretendido (25 mL), obtendo-se uma percentagem final de acido de aproximadamente
2% (V/v).

2.6.  Quantificacao dos elementos de interesse por ICP
A utilizagdo dos equipamentos de ICP é sempre antecedida de uma verificacdo do bom
funcionamento dos mesmos (calibragdo do equipamento). No caso do ICP-MS foi necessario

fazer uma otimizacdo diaria, previamente a andlise (auto-tune), que compreendeu a
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maximizacdo do sinal correspondente ao isotopo *°In (padrdo interno) e minimizagdo da
formacdo de oxidos e espécies de carga dupla através da monitorizacdo das razdes
140Cel®0/0Ce e %°Ga/**®Ba, respetivamente. Esta etapa teve como objetivo escolher as
condicdes ideias de analise para o proprio dia. De seguida foram escolhidos os isétopos dos
elementos que se pretendiam quantificar, bem como de possiveis interferentes.
Seguidamente deu-se inicio a calibracao analitica atraves da leitura do branco e dos padrdes
de calibracdo. A funcéo de calibracdo foi definida com base nos padrdes que apresentaram
um erro relativo inferior a 10%. Por fim, seguiu-se a analise das amostras, sempre com
solugdes de controlo intercaladas para garantir a validade dos resultados.

Para se proceder a quantificacdo no ICP-OES selecionaram-se 0s comprimentos de onda
que correspondiam ao maximo de emissao por parte dos analitos de interesse. Depois de
estes estarem definidos procedeu-se a calibracdo através da leitura do branco e dos padrdes
de calibracéo. A funcéo de calibracao foi definida com base nos mesmos parametros que 0s
mencionados para a técnica de ICP-MS, assim como a leitura das amostras intercaladas com

solucdes que permitiram controlar a qualidade dos resultados obtidos.

2.7.  Desenvolvimento e validacdo de métodos de ensaio

Quando sao utilizados métodos analiticos para a quantificacdo dos analitos de interesse,
a qualidade dos resultados, assim como a qualidade dos instrumentos utilizados necessitam
de ser avaliadas. Essa avaliacao pode ser efetuada através da validacdo do método de ensaio,
onde sdo estabelecidos e estudados os parametros de desempenho que o método devera
apresentar. O laboratorio devera estabelecer os critérios minimos de desempenho do método,
ou seja, estabelecer o controlo de qualidade que devera ser aplicado aos resultados para que
estes apresentem a qualidade exigida pelo laboratério (RELACRE, 2000).

Para promover as boas praticas laboratoriais e produzir resultados validos, que
apresentem qualidade é importante ter em conta alguns principios (EURACHEM, 2014),
nomeadamente: as medicOes analiticas deverdo ser feitas com vista a satisfazer um requisito
acordado (objetivo previamente definido); as medicGes analiticas deverdo ser realizadas
utilizando métodos e equipamentos que tenham sido testados, de forma a garantir que estes
estdo adequados a finalidade a que se destinam (cumprem os requisitos estabelecidos para
um determinado procedimento); o pessoal responsavel pela realizacdo das medicGes

analiticas deverd ser competente e qualificado para a devida execucdo desse tipo de tarefa;
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devera existir uma avaliagdo regular e independente do desempenho do laboratério; as
medicBes analiticas obtidas num determinado laboratério devem ser coerentes com as
realizadas noutros laboratorios; devem ser adotados procedimentos bem definidos de
controlo e garantia da qualidade.

Os termos de validacdo e verificacdo sdo frequentemente confundidos. A validacéo € a
definicdo da exigéncia analitica e a confirmacdo de que a metodologia se adequa para a
aplicacdo pretendida. A validacdo de metodologias deve ser realizada para metodos nao
normalizados, métodos concebidos ou desenvolvidos pelo proprio laboratério, métodos
normalizados utilizados fora do ambito previsto e para extensdes ou modificacGes de
métodos normalizados. A verificagdo de uma metodologia é utilizada para confirmar se um
laboratdrio tem capacidade para implementar um determinado método que foi previamente
validado, por exemplo um método normalizado. Segundo o VIM (IPQ, 2012) a verificacdo
é definida como o fornecimento de evidéncia objetiva de que um determinado método,
cumpre os requisitos especificados. A verificagdo é uma comprovacdo de que um
determinado método aplicado num contexto diferente, continua a cumprir as caracteristicas
de desempenho previamente estabelecidas pelo laboratdrio. Esse contexto diferente podera
por exemplo ser um novo laboratério ou um novo instrumento de analise. Apesar das
diferengas nas caracteristicas de desempenho do método, na validacdo e na verificacdo as
acOes a serem avaliadas sdo idénticas (EURACHEM, 2014; IPQ, 2012, 2005).

2.7.1. Parametros de desempenho do método avaliados neste trabalho

Para um laboratorio apresentar qualidade, € necessario ter um nivel adequado de
confianca nos resultados produzidos. O laboratério, antes de efetuar a validacdo do método
de ensaio, deve definir quais os parametros de desempenho que precisa avaliar para validar
0 método de ensaio. Segundo a NP ISO/IEC 17025 deve haver sempre um equilibrio entre
custos, riscos e possibilidades técnicas. Segue-se uma breve explicagdo sobre os parametros
de desempenho que foram estudados e avaliados durante o processo de validacdo para a

quantificacdo de metais em peixe utilizando técnicas com plasma indutivamente acoplado.

e Seletividade
Seletividade ¢ a “propriedade dum método de medig&o, utilizado com um procedimento

de medicéo especificado, segundo a qual o método fornece valores medidos para uma ou
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varias mensurandas, tal que os valores de cada mensuranda sejam independentes uns dos
outros ou de outras grandezas associadas ao fendmeno, corpo ou substancia em estudo”
(IPQ, 2012). E importante estabelecer durante a validacdo do método que este estd a
quantificar apenas o analito de interesse. Por outras palavras, 0 método deve ser livre de
interferéncias que possam conduzir a um resultado incorreto (NATA, 2013). Refere-se
seletividade analitica na medida em que o método pode ser utilizado para determinar 0s
analitos especificos em matrizes mais ou menos complexas, sem interferéncias de outros
componentes de comportamento quimica ou fisicamente semelhante que estejam presentes
na matriz da amostra (Vessman et al., 2001).

Os termos seletividade e especificidade tém sido muitas vezes utilizados
indiferentemente. A especificidade do método refere-se geralmente a um método que produz
uma resposta para apenas um Unico analito, enquanto a seletividade do método refere-se a
um método que proporciona respostas para um namero de analitos que podem ou ndo ser
distinguidos uns dos outros. Se a resposta do analito de interesse é distinta de todas as outras
respostas dos componentes da matriz da amostra, 0 método diz-se seletivo. Uma vez que
muito poucos metodos analiticos respondem apenas a um analito, o uso do termo
seletividade é mais adequado do que especificidade e por conseguinte, para a validacao de
um método de ensaio, muitas vezes apenas € estudada a seletividade do método (NATA,
2013).

Normalmente nas matrizes alimentares, o processo de quantificacdo é precedido por um
processo de digestdo da amostra adequado a matriz em estudo, que permite eliminar alguns
tipos de interferéncias de matriz nomeadamente as interferéncias de natureza organica. A
baixa seletividade num método de ensaio é geralmente provocada pela existéncia de
interferéncias espetrais, que produzem um erro de justeza no resultado da medicéo obtida
(erro sistematico). Os efeitos de interferéncia de matriz sdo, na maioria, proporcionais ao
sinal obtido (interferéncias proporcionais ou rotacionais), e provocam uma alteracdo no
declive da funcéo de calibracéo (sensibilidade). As interferéncias fixas ou translacionais séo
independentes da concentracdo do analito, influenciando apenas a ordenada na origem da
funcdo de calibracdo e é muitas vezes referido como background ou interferéncia da linha
de base (EURACHEM, 2014).

Neste trabalho, a seletividade foi avaliada através do estudo de interferéncias de matriz

e espectrais.
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Para avaliar as interferéncias de matriz foram realizados testes de recuperacgdo. Para
efetuar estes testes, foram analisadas amostras de peixe e de MRC, onde previamente foi
determinada a sua concentracdo e as quais foram adicionados volumes de solucdes com

concentracdes conhecidas. A percentagem de recuperacao foi determinada de acordo com a

expressao:
(Cr x V) = (Ca X Vp)
Recuperacgio (%) = x 100
(Cadic X Vadic)
Equacédo 4
Onde:

Cr — Concentracdo do analito na amostra fortificada

C, — Concentracdo do analito na amostra

C.aic — Concentracdo do analito na solugéo fortificante
V¢ —Volume de amostra fortificada

7, — Volume da amostra

V,aic — Volume da solucdo de reforco adicionada

No caso da técnica de ICP-OES, para identificar os possiveis interferentes espectrais,
para posteriormente avaliar se seriam ou ndo significativos na quantificacdo dos analitos,
consultou-se o Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission Spectroscopy, An Atlas of
Spectral Information existente no LCA. Com base nessa informacdo foram preparados
padrGes mono-elementares com os possiveis interferentes e estes padrdes foram analisados
nos comprimentos de onda a que interferiam. Os padr6es que contém o interferente ndo
devem originar uma concentracdo, para o analito em estudo, superior ao LD para que a
contribuicdo do interferente na quantificacdo do analito ndo seja relevante. Por outro lado,
se 0 padrdo que contém o interferente originar uma concentracao, para o analito em estudo,
superior ao LD deste, € necessario determinar a concentracdo do interferente que resulta
numa concentracao aparente do analito superior ao LQ.

Na técnica de ICP-MS, as interferéncias espectrais também séo avaliadas através da
analise de um padrdo mono-elementar contendo o possivel interferente. Este padrdo €
analisado com o objetivo de avaliar se a concentracdo obtida para o analito que sofre a
interferéncia é significativa ou ndo (superior ou inferior ao LD). Se a concentra¢do do

interferente for significativa procede-se ao calculo de um fator de interferéncia (f). O célculo
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de f permite definir uma funcdo que relaciona os sinais do analito e da espécie interferente,
permitindo uma correcdo dos resultados obtidos. Considera-se que f foi bem calculado
quando se verifica, apds a aplicacao da correcdo, que a concentracdo para o analito em causa

na analise do padrdo contendo o interferente é inferior ao LD (ISO, 2004, 2003).

e Sensibilidade

A sensibilidade de um método de ensaio pode ser definida como o “quociente entre a
variacdo duma indicacdo dum método de medicdo e a variacao correspondente do valor da
grandeza medida” (IPQ, 2012). A variagéo do sinal de resposta em fungéo da variacdo da
unidade de concentragdo do analito corresponde ao declive da funcéo de calibracdo. Se a
funcdo de calibracdo for linear, a sensibilidade sera constante e independente da
concentracdo. Se a funcdo de calibracdo ndo for linear, a sensibilidade dependera da
concentracdo do analito em estudo e ndo apresentara um valor constante (Skoog et al., 2013).

Um método de ensaio apresentara maior sensibilidade, quanto maior for a variacdo no
valor do sinal analitico medido face a adicdo de pequenas concentragcdes do analito em
estudo. Esse critério expressa a capacidade de o procedimento analitico gerar variacdo no
valor da propriedade monitorizada ou medida, causada por um pequeno incremento na
concentracdo ou grandeza do analito, sendo que o ideal é ser a maior possivel. Assim, quanto
maior for a varia¢do do sinal medido causado por pequenos incrementos na concentracdo do
analito, maior serd a sensibilidade do método de ensaio (EURACHEM, 2014).

e Limite de detecdo e quantificacéo

A determinacdo dos limites de detecdo (LD) e quantificacdo (LQ) é importante para
métodos destinados a quantificar analitos em concentracdes muito baixas, ou seja,
concentracOes proximas destes limites. O limite de detecdo pode ser definido como o teor
minimo medido, a partir do qual é possivel detetar a presenca do analito com uma confianca
estatistica razoavel e o limite de quantificacao é definido como a menor concentracdo medida
a partir da qual € possivel a quantificacdo do analito, com uma determinada exatiddo. Estes
limites podem ser divididos em dois componentes; limites do método e limites instrumentais
(EURACHEM, 2014; IPQ, 2012; NATA, 2013).

O limite de detecdo do método ndo deve ser confundido com a menor resposta

instrumental. O uso de uma relacdo sinal-ruido de um padrdo analitico analisado num
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determinado equipamento é um indicador 0til para avaliarmos o desempenho do
equipamento, mas inadequado para estimar o limite de detecdo de um método de ensaio.
Cada equipamento tem uma limitacdo na grandeza de um analito que pode detetar sendo esta
limitacdo muitas vezes dependente do equipamento. Esta limitacdo pode ser expressa como
o limite de deteg&o instrumental, que pode ser definido como a menor grandeza de um analito
que pode ser fiavelmente detetada ou diferenciada do background ou linha de base num
instrumento (isto &, ruido instrumental) (NATA, 2013).

Da mesma forma que o limite de detecéo, o limite de quantificacdo pode ser dividido em
dois componentes, limite de quantificagdo do método e limite de quantificacdo instrumental.
O limite de quantificacdo do método pode ser definido como a menor grandeza de analito
que pode ser identificada e quantificada com um certo grau de fiabilidade numa determinada
matriz (por um método de ensaio especifico). O limite de quantificacdo instrumental pode
ser definido como a menor grandeza de um analito que pode ser identificada e quantificada
com uma determinada confianca estatistica, utilizando determinado equipamento de
medicdo (NATA, 2013).

Existem vérias abordagens descritas na bibliografia para a estimativa dos limites de
detecdo e quantificacdo. Estas estimativas podem ser efetuadas recorrendo a brancos, com
base nos parametros obtidos para a funcdo de calibracdo ou define-se que o limite de
quantificacdo corresponde ao padrdo de menor concentracdo da funcdo de calibragédo e
consequentemente o limite de detecdo é definido como sendo 1/3 do valor do limite de
quantificacdo (EURACHEM, 2014).

Neste trabalho, os limites foram obtidos recorrendo & anélise de brancos. O valor do LD
situa-se acima do sinal médio do branco (x,), a cerca de 3 vezes o desvio-padrao do branco,

enquanto o LQ se situa a 10 vezes o referido desvio-padrdo (Equagdes 5 e 6) (IPAC, 2011).

(LD = .720 + 3,350),
Equacéo 5

(LQ = .720 + 1050)
Equacdo 6

Para estimar estes limites foram analisadas solu¢fes de branco (nos vérios dias de

analise) e brancos de digestdo (lidos em condigdes de precisdo intermédia) e estes valores
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foram posteriormente comparados. Se por um lado a leitura dos brancos de solugéo permitiu
avaliar o ruido instrumental e determinar a concentracdo que da um sinal instrumental
significativamente diferente do sinal de “fundo” por parte do equipamento, por outro, a
leitura dos brancos de digestdo permitiu determinar a concentracdo que da um sinal
instrumental significativamente diferente do sinal originado pela contribuicdo dos reagentes
da digestdo e possiveis contaminagdes ocorridas durante a etapa de digestdo/preparacdo das
amostras.

O valor do LQ foi verificado experimentalmente, pois para validar este limite foi
necessario demonstrar a exatiddo da quantificacdo nesta gama de concentracdo. Para esse
efeito foi realizado um estudo, em condi¢des de precisdo intermédia, da quantificacdo do
PVLQ. Este padrao de verificacdo do limite de quantificacdo consistiu numa solucao aquosa
contendo o analito de interesse numa concentracdo igual ao seu LQ.

O coeficiente de variacdo do sinal (desvio-padrdo relativo, Equacéo 7), associado as trés
réplicas de leitura do sinal, para o PVLQ deve ser inferior a 10%. S6 assim se garante a

precisdo do LQ.
Sri
CV.(%) = 3 %X 100
Equacéo 7
Onde:

s,; — desvio-padrao associado as trés réplicas de leitura do sinal

X — média das trés réplicas de leitura do sinal

O LQ foi ainda sujeito a avaliacdo da justeza através do calculo do erro de justeza. A
avaliacdo do erro de justeza envolveu o célculo do erro relativo (Er) (Equacéo 8).

Ciap — C
Er(%) — labC ref

ref
Equacéo 8

x 100

Onde:
C;4p» — Concentracdo obtida pelo laboratorio
Crer — Concentragdo de referéncia

O LQ apenas € aceite quando apresenta uma precisao e justeza aceitaveis (limites de

precisao e erro de justeza de 10%)
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e Quantificacdo

Na etapa da calibracdo analitica, depois da leitura do branco e dos padrées de calibracéo,
o software do equipamento procedeu ao célculo das func¢des de calibragdo e respetivos erros
relativos associados a analise dos padrdes. As funcdes de calibracdo foram definidas com
base nos padrdes que apresentaram um erro relativo inferior a 10%. Para além desse
requisito, o procedimento de validacdo de métodos internos de ensaio, do LCA, especifica
que as funcbes de calibragdo devem ser contruidas com pelo menos 5 padrdes ao longo da
gama de trabalho e estas apenas serédo aceites caso o coeficiente de correlagdo apresente um
valor superior a 0,995. Apenas foram consideradas as fungdes de calibracdo que possuiam
0s requisitos minimos estipulados pelo LCA.

No LCA, a calibracdo dos equipamentos de ICP é efetuada recorrendo ao modelo linear
ponderado. O uso deste modelo deve-se ao facto de ndo existir homogeneidade de variancias
no sinal instrumental, neste caso, entre o padrdo de menor concentracdo e o de concentracao
mais elevada (existe heterocedasticidade), sendo que a utilizacdo da regressao linear através
do método dos minimos quadrados ndo é adequada nesta situacdo. As formulas de célculo
associadas ao modelo ponderado s&o semelhantes as do modelo linear ndo-ponderado, sendo
introduzido um fator peso. O inverso da variancia associada as trés réplicas de leitura do
sinal dos padrdes de calibracdo, estabelecera o peso que cada um desses padrdes terd na
obtengédo da funcgéo de calibragdo. Se os pontos individuais (referentes a cada padréo de
calibracdo) forem representados por (x;, y;), (x2, y,), etc., como é habitual, e os desvios
padrdes correspondentes por s;, s,, etc., entdo os pesos individuais, w;, w,, etc., serdo
calculados através da Equacéo 9.

si2

- Zi si—2
n

Wi

Equacéo 9

A utilizacdo do divisor n no denominador da equacdo dos pesos dimensiona-0s de modo
a que a sua soma seja igual ao nimero de pontos (padrdes) usados para calcular a funcéo de
calibracéo, o que simplifica os calculos subsequentes (Miller e Miller, 2010).

Sendo a funcdo linear ponderada representada por y = b,x + a,,, 0 declive e
interce¢ao/ordenada na origem (“ponderados”), podem ser determinados de acordo com as

seguintes expressoes:
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b= XWXy — Xy
Y Yiwix? — niz
i Wik w

Equagéo 10

ay, =Yy — bx,
Equacdo 11
Onde:
x; — Valores individuais de concentracdo
y; — Valores individuais de sinal
¥,» — Valores médios de sinal pesado

x,, — Valores médios de concentracdo pesada

Apesar do software do equipamento proceder a esses calculos, durante a validacdo de
um meétodo é essencial fazer uma verificacdo dos mesmos recorrendo a outro software; neste
trabalho esta verificagdo/validacdo do software dos equipamentos de ICP foi realizada
recorrendo ao Microsoft Excel.

O LCA utiliza 0 modelo de calibracdo linear ponderado para proceder a calibracdo
analitica devido a inexisténcia de homocedasticidade da resposta instrumental.
Normalmente, a variancia associada as trés réplicas de leitura do sinal aumenta a medida que
a concentracdo aumenta. Ao aplicar o teste de homogeneidade de variancias aos padrdes que
possuem menor e maior variancia, normalmente, ao padrdo de menor concentracdo e ao
padrdo de concentracdo mais elevado, verifica-se que, com base nas amostras utilizadas e
com um grau de confianca de 95% héa razdes para acreditar que as variancias sdo
estaticamente diferentes (existe heterocedasticidade), justificando-se assim o uso da
calibracdo ponderada.

O teste de homogeneidade de variancias foi realizado através de um teste F, que usa a
razdo entre as variancias associadas ao padrdo com maior e menor variancia, respetivamente
(neste caso entre os padrfes de maior e menor concentracao, respetivamente). Depois de
definida a hipdtese do nulo como: "as variancias sdo estatisticamente iguais" e a hipbtese
alternativa como: "as variancias sao estatisticamente diferentes" compara-se o valor obtido
no teste com um valor de F tabelado, para um grau de confianca de 95% e n — 1 graus de
liberdade (teste bilateral).
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Se a hipotese nula for aceite, entdo a razdo das variancias deve ser proxima de 1. Se o
valor de F excede um certo valor critico (tabelado), entdo a hipotese nula é rejeitada. Este
valor critico de F depende do tamanho de ambas as amostras, do nivel de significancia e do

tipo de ensaio que é realizado (Miller e Miller, 2010).

e Gama de trabalho e linearidade da funcéo de calibracéo

Em qualquer método quantitativo existe uma gama de concentragdes do analito na qual
0 método pode ser aplicado e que se denomina gama de trabalho. A gama de trabalho é o
intervalo no qual o método fornece resultados com uma determinada incerteza, estimada
pelo laboratdrio, e que deverd estar de acordo com os critérios de qualidade aceites pelo
mesmo. A gama de trabalho corresponde, geralmente, a zona linear da fungéo de calibragéo.
A extremidade inferior da gama de trabalho é determinada pelo valor do limite de
quantificacdo e a extremidade superior pela concentracdo a partir da qual o equipamento
deixa de dar uma resposta linear. Durante a validacdo é necessario confirmar que o método
de ensaio pode ser utilizado na gama de trabalho definida pelo laboratério, ou seja, a gama
de trabalho definida pelo mesmo devera apresentar linearidade (EURACHEM, 2014).

A linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
determinado intervalo de concentracdes. O limite superior da gama de trabalho €
normalmente definido como a concentra¢do na qual o sinal analitico ou a inclinacdo da
funcdo de calibracdo se desvia por uma grandeza especifica da relacdo linear. Os desvios da
linearidade em concentracdes elevadas podem dever-se a falta de linearidade de resposta do
detetor (saturagdo do sinal no detetor) ou a efeitos quimicos provenientes da matriz da
amostra (Skoog et al., 2013).

Para este estudo, a gama de trabalho do método foi definida em ug/g de peso seco.
Uma vez que nas andlises efetuadas por ICP se obtém concentracBes em pg/L, houve
necessidade de se converterem essas concentracdes para unidades de massa/massa. Refere-
se como exemplo o calculo do LQ do método (Equagéo 12).

Tendo em conta que este método foi efetuado com digestdes contendo aproximadamente
100 mg de amostra/MRC (peso seco) para um volume final de aproximadamente 25 mL, 0s

limites do método (massa/massa) foram calculados segundo a expressao:
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LQinstrumental (IJL_g) X Vdiluigéo (L)
m (9)

L9

Equacéo 12
OndeoV =0,025Lem=0,1g.

e [Exatidao (justeza, precisdo e incerteza)

A exatidao é o grau de concordancia entre um valor medido e um valor verdadeiro duma
mensuranda (IPQ, 2012). A avaliacdo da exatiddo de um método analitico compreende o
estudo de duas outras componentes: a justeza e a precisdo. Os valores obtidos através destes
dois pardmetros podem ser combinados numa Unica figura de mérito, a incerteza, estimando
assim a exatiddo do método analitico. Estes parametros estdo associados aos diferentes tipos
de erros que podem ocorrer durante a realizacdo de um método analitico: erros sistematicos
e erros aleatérios (EURACHEM, 2014).

A Figura 10 evidencia as relagOes entre alguns conceitos usados para descrever a
qualidade dos resultados de medicdo de um método analitico. A exatiddo expressa o erro
total do método analitico em estudo, combinando os erros aleatdrios e sistematicos
(EURACHEM, 2014; Menditto et al., 2006).

Caracteristicas de Expressao
i desempenho quantitativa das
Tipo de erros C P
(Descrigdo caracteristicas de
qualitativa) desempenho
Erro Erro de justeza
. . —_— Justeza —_ -
sistematico (bias)

| | | |

Incerteza da

Erro total —_— Exatidao —_—

medigao
L. ‘ . ‘ Medidas de

Erro aleatorio |—— Precisdao —_— . -
dispersdao

Figura 10 — RelacGes entre tipos de erros, caracteristicas de desempenho e a sua expressao quantitativa.

e Justeza
A justeza de medicao pode ser definida como o grau de concordancia entre a média de
um namero infinito de valores medidos repetidos e um valor de referéncia. A justeza de uma

medicao esta inversamente relacionada com o erro sistematico, ou seja, quanto maior for a
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justeza do método de ensaio menor sera o erro sistematico associado ao método. Porém a
justeza de medicgdo ndo esta relacionada com o erro aleatério (IPQ, 2012).

Como ndo é possivel efetuar um ndmero infinito de medigdes a justeza ndo pode ser
avaliada, mas € possivel fazer uma estimativa préatica dessa caracteristica de desempenho do
método em estudo, recorrendo ao “erro de justeza” que se baseia na comparagdo do valor
médio de um conjunto de valores de medigdo, obtidos com o método analitico em estudo, e
um determinado valor de referéncia. Existem varias abordagens para efetuar a estimativa do
erro de justeza, tais como, a analise de materiais de referéncia, ensaios de recuperagéo e
comparagao dos resultados obtidos usando um método analitico de referéncia. A escolha da
abordagem que dever4d ser usada depende dos meios disponiveis do laboratério.
Preferencialmente, para avaliar o erro de justeza do método em estudo, deverdo ser usados
materiais de referéncia certificados com o mesmo tipo de matriz e gama de concentragdes
previstas para as amostras em estudo (EURACHEM, 2014).

Neste trabalho foi avaliada a justeza associada a etapa de quantificacdo usando padrdes
de verificacdo da reta de calibracdo (PVRCSs) e a justeza associada ao método com MRC.

Antes de demonstrar a justeza do método é essencial demonstrar que a etapa de
quantificacéo se realizou nas condicdes apropriadas, garantindo que o equipamento executou
a analise corretamente e produziu resultados validos. Essa avaliagdo foi feita recorrendo ao
erro de justeza de padrdes de controlo que foram quantificados ao longo da analise. Foram
utilizados varios padrGes de controlo, mais especificamente padrdes provenientes dos
ensaios de aptiddo de aguas (EAA) coordenados pela RELACRE e padrdes aquosos
preparados no laboratério (PVRC e PVLQ). Deste modo foi possivel cobrir a gama de
concentracdes de trabalho.

A justeza do método foi avaliada recorrendo ao MRC TORT-2. Calculou-se o erro de
justeza associado a quantificacdo neste material (em condi¢cbes de precisdo intermédia) e
este erro foi monitorizado através de uma carta de controlo.

Os erros de justeza foram determinados recorrendo ao calculo do erro relativo, de acordo
com a Equacédo 8 (concentracBes em pg/L ou em pg/g consoante se estivesse a avaliar a

justeza da etapa de quantificacdo ou a justeza do método).
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e Preciséo

A precisdo ou fidelidade de uma medicdo pode ser definida como o grau de concordancia
entre indicacOes ou valores medidos, obtidos por medigdes repetidas, no mesmo objeto ou
em objetos similares, sob condicdes especificadas. A precisdo ou fidelidade de medicéo pode
ser determinada através de estudos de repetibilidade de medicdo, atraves de estudos de
precisdo intermediaria de medicdo e/ou através do estudo da reprodutibilidade de medicao.

A precisdo é geralmente expressa por parametros que descrevem a propagacao dos
resultados, calculados a partir dos resultados obtidos através da realizagdo de medigdes
repetidas sobre um material adequado sob condices especificadas. As condicdes de
repetibilidade e reprodutibilidade correspondem aos dois extremos de variabilidade, minima
e maxima, respetivamente. Existe ainda uma situacdo intermédia, que corresponde as
condigdes de precisdo intermediaria, em que a variabilidade associada é superior a verificada
nos resultados obtidos em condicBes de repetibilidade, mas inferior a verificada nos
resultados obtidos em condi¢des de reprodutibilidade. O estudo sob condicdes de precisdo
intermédia do método de ensaio é essencial para a obtencdo de estimativas confidveis das
caracteristicas de desempenho. O estudo da precisdo intermédia deve ser efetuado tendo em
conta todas as varia¢fes nas condi¢cdes operacionais que podem ser esperadas durante o uso
rotineiro do método. Assim, o seu objetivo € avaliar a variabilidade tipica do método em
estudo em rotina e ndo a variabilidade minima. O objetivo do estudo da precisdo de um
método de ensaio € obter uma estimativa que reflita todas as fontes de variacdo que ocorrerao
num anico laboratorio em condicBes de rotina (diferentes analistas, escala de tempo
prolongado, diferentes partes do equipamento, etc.) (EURACHEM, 2014; IPQ, 2012).

Uma vez que, quase sempre, o desvio-padrdo dos valores obtidos na analise de vérias
réplicas de uma mesma amostra aumenta com o aumento da concentracdo de analito, é
necessario escolher varias concentracdes, dentro da gama de trabalho definida, para
determinar o desvio-padrdo associado ao método em estudo. As réplicas para efetuar o
estudo de precisdo deverdo ser independentes. A anéalise de variancia (ANOVA) é uma das
ferramentas matematicas mais usadas para a avaliacdo da precisao de métodos analiticos. As
variancias calculadas durante o processo de avaliacdo da precisdo permitem determinar
limites de precisdo (de repetibilidade, reprodutibilidade e precisdo intermediaria), ou seja,
valores que permitem decidir, com um determinado nivel de confianga, se existe uma

diferenga significativa entre os resultados obtidos na analise de duas réplicas nas mesmas
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condigdes de precisdo. Considera-se que existem diferengas significativas quando a
diferenca absoluta entre dois valores, obtidos nas mesmas condicdes de precisdo, € superior
ao valor calculado para o limite de precisdo (EURACHEM, 2014).

Neste trabalho, as condicdes de precisdo avaliadas foram a repetibilidade e a preciséo
intermédia. A reprodutibilidade ndo foi avaliada, porque envolve a execu¢do do método
desenvolvido num outro laboratério. O estudo da repetibilidade envolveu o a anélise dos
coeficientes de variacdo obtidos em condi¢des de repetibilidade e da diferenca relativa obtida

em analises de duplicados.

> Repetibilidade

Desvio padréo relativo (DRP) associado a leitura instrumental

No LCA, o sinal adquirido na andlise de cada solugdo corresponde a média dos sinais
obtidos em trés réplicas. Assim, é obtido um desvio-padrédo relativo (DPR), que consiste
num coeficiente de variacdo (de repetibilidade) da leitura instrumental. Esse parametro
permite avaliar possiveis drifts que possam ocorrer durante a etapa de quantificacao,
constituindo uma importante ferramenta de controlo de qualidade dos resultados. O
coeficiente de variacdo da leitura instrumental permite conhecer a concentracdo minima a
partir da qual se consegue quantificar determinado analito com uma precisdo satisfatoria,
pois este coeficiente tem tendéncia a aumentar com a diminui¢do da concentracdo, ou seja,

quando se efetuam medigdes proximas do LQ do equipamento utilizado na detecao.

Coeficiente de variacao de repetibilidade

A repetibilidade associada a etapa de quantificacdo por ICP foi avaliada recorrendo a
analise do PVLQ, tendo este sido analisado varias vezes num mesmo dia de anélise. Estas
leituras ndo foram sempre efetuadas sucessivamente, i.e., foram intercaladas com outro tipo
de amostras, de modo a obter a maior variabilidade possivel na analise. A repetibilidade
associada ao método foi avaliada através da leitura de réplicas de digestdo independentes
(porcBes de MRC, ou peixe, digeridas em vasos diferentes, no mesmo ciclo de digestdo). As
diferentes réplicas de digestdo foram lidas sucessivamente, ou, intercaladas com outras
amostras (amostras assinaladas com * na Tabela 13). O facto de se efetuarem leituras
sucessivamente ou intercaladas com outras amostras permitiu avaliar a dimensdo da

variabilidade associada ao processo de digestao/preparacéo das amostras de peixe e também
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a variabilidade associada a todo o método, i.e., a variabilidade associada ao processo de
digestdo/preparacéo das amostras de peixe conjuntamente com a variabilidade associada ao
processo de quantificacao.

A repetibilidade foi avaliada recorrendo ao célculo do coeficiente de variacdo de
repetibilidade (CV;,) das varias réplicas de leitura/digestio da mesma amostra. Este
coeficiente foi obtido através do célculo do desvio padrdo relativo, de acordo com a Equagéo
7, em que a média e o desvio padrdo dizem respeito as réplicas de leitura/digestao.

Procedeu-se, também, ao célculo dos valores de HORRAT, para cada amostra de peixe.
Este valor foi obtido através da razdo entre o CV, obtido e 0 mesmo valor estimado a partir

da equacéo de Horwitz, na concentracdo de interesse, de acordo com as Equacdes 1 e 2.

Avaliacao de duplicados

A avaliacdo da repetibilidade foi também realizada recorrendo a anélise de duplicados,
pois esse é 0 nimero de réplicas caracteristico quando o método é aplicado em rotina. Foram
representadas cartas de controlo para a diferenca relativa entre leituras dos duplicados da
mesma solucdo e de solugdes independentes, correspondentes a réplicas de digestdo. O
calculo da diferenca relativa entre as analises dos duplicados foi realizado de acordo com a
expressao:

C,—C
2 _"1v100

Diferenca relativa (%) =

Equacéo 13
Onde:
C; e C, — Concentracdes obtidas na leitura da amostra e do duplicado, respetivamente

C — Média das concentracdes obtidas na leitura dos duplicados

Concentraces em pg/L ou pg/g, consoante se tratassem de duplicados de leitura ou de

digestdo, respetivamente.

> Precisao intermédia

A precisao intermédia (s;) foi estimada recorrendo a anélise de amostras de peixe, ao
MRC e ao PVLQ. Cada solucéo foi analisada sob condi¢des de precisdo intermédia, atraves

da analise de réplicas de leitura/digestdo em dias diferentes. Esta estimativa foi efetuada
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recorrendo a analise de variancias (ANOVA, de fator Gnico) de acordo com o Anexo C do
guia da EURACHEM (EURACHEM, 2014).

A s; de um método pode ser calculada através da combinagdo das duas componentes da
variancia, a variancia dentro dos grupos e entre grupos. A variancia dentro dos grupos esta
relacionada somente com as réplicas efetuadas em condicdes de repetibilidade enquanto a
variancia entre grupos esta relacionada com a distribuicdo de todas as réplicas dessa mesma
amostra.

Na Tabela 7 esta representada a estrutura de uma tabela de ANOVA, de fator unico, que
neste trabalho foi obtida recorrendo a ferramenta de analise de dados do Microsoft Excel.
Nessa tabela, p corresponde ao nimero de grupos, n corresponde ao numero de leituras
obtidas em condicdes de repetibilidade, em cada grupo. O numero total de determinacGes

(N) é dado pelo produto de n por p.

Tabela 7 — Esquema da tabela ANOVA utilizada neste trabalho (EURACHEM, 2014).

Fonte de | Soma dos quadrados | Grausde | Meédia da soma dos

- _ Teste F
variacao (SQ) liberdade guadrados (MQ)
M
Entre s 1 Qencre grupos MQentre grupos
grupos Qent're grupos p - _ AS‘QeL‘g{'upos MQdentro do grupo
p —

Dentro do MQaentro o grupo

grupo SQaentro do grupo N-p _ SQaentro do grupo
(residuos) - N-p

SQtotal
Total = SQentre grupos N-1

+ SQdentro do grupo
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O desvio-padrdo associado a repetibilidade (s,.) foi obtido através da expressao:

Sy = JMQdentro do grupo

Equacéo 14

A contribuicdo da variancia proveniente da variacdo entre grupos foi obtida de acordo

com a expressao:

MQentre grupos — MQdentro do grupo
n

Sentre grupos —

Equagéo 15

A precisdo intermédia (s;) foi obtida através da combinacdo das duas componentes da

variancia, a dentro dos grupos e entre grupos, de acordo com a expressao:

— 2 2
S = \/Sr + Sentre rupos

Equagéo 16

Por fim, a precisao intermédia foi transformada numa grandeza relativa, para facilitar a
interpretacdo dos resultados. Essa conversdo foi realizada através do calculo do coeficiente

de variacdo associado a precisdo intermédia de acordo com a expressao:

S
CVs, (%) == x 100

Equacéo 17

Onde x representa a média aritmética das N leituras consideradas.
Os coeficientes de variagdo associados a precisdo intermédia foram estimados a partir do
padrédo PVLQ, do MRC e de amostras de peixe, abrangendo a gama de trabalho. Foram ainda

calculados os valores de HORRATS; da mesma forma que ja anteriormente mencionado.
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e Incerteza

A incerteza da medicdo pode ser definida como um pardmetro ndo negativo que
caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos a uma mensuranda, com base nas informacdes
disponiveis utilizadas (IPQ, 2012).

Embora a incerteza ndo seja uma caracteristica de desempenho de um método analitico,
mas sim uma propriedade dos resultados obtidos usando esse método de medicao, é possivel
proceder a sua estimativa recorrendo aos dados recolhidos no processo de validagao, e esse
pardmetro constitui uma forma de se quantificar a exatiddo do método analitico avaliado
(EURACHEM, 2014).

Existem varias formas de calcular a incerteza, distinguindo-se duas abordagens
principais: “bottom-up” (“de baixo para cima”) e “top-down” (“de cima para baixo”). De
forma simplificada, a primeira abordagem consiste em identificar todas as caracteristicas do
método analitico que podem contribuir para a incerteza do resultado final, estimar as
contribuicdes de cada uma, atribuindo-lhe um valor numérico, e combina-las de forma a
obter um valor final. A segunda abordagem visa simplificar a estimativa da incerteza,
reduzindo a quantidade de célculos necessarios, através do agrupamento de alguns termos
de incerteza num termo unico, por exemplo, um termo de incerteza associado a precisao que
corresponda a contribuicdo de varias fontes de incerteza. Portanto, na abordagem “top-
down” o nimero total de termos a considerar na estimativa da incerteza global torna-se
menor. Cada uma das estratégias tem as suas vantagens e desvantagens, e a escolha da
estratégia mais adequada depende das caracteristicas do método analitico considerado
(EURACHEM, 2014; IPAC, 2007; 1SO, 2012).

A metodologia utilizada neste trabalho para estimar a componente de incerteza associada
a quantificacdo de diversos metais em peixe por técnicas com plasma indutivamente
acoplado, foi através da analise do MRC, de acordo com a norma ISO 11352:2012 (IPAC,
2007; 1S0O, 2012).

A incerteza foi estimada considerando as componentes dos efeitos aleatorios e
sistematicos. A componente associada aos efeitos aleatdrios foi estimada com base na
precisdo intermédia (representa a precisdo ao longo do tempo na rotina do laborato6rio)
enguanto a componente associada aos efeitos sistematicos foi estimada com base na justeza
do método. Por fim, estas duas componentes foram combinadas para obter uma estimativa

global da incerteza.
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A componente de incerteza associada a precisao (ug,, ), expressa na forma de incerteza-
padrdo relativa, foi calculada recorrendo a determinacdo do desvio-padrdo relativo das
medicOes efetuadas no MRC em condi¢bes de precisdo intermédia, de acordo com a

expresséo:
SRW
u =
Ry,rel X
Equacéo 18
Onde:

sg,, — Desvio-padrao dos resultados obtidos nas determinagdes do MRC

X — Concentracdo média obtida nas analises do MRC

A componente de incerteza associada a justeza (uy), expressa na forma de incerteza-

padrdo relativa, foi calculada tendo em consideracédo trés componentes:

a) A incerteza-padrdo relativa do valor de referéncia do MRC (uc yef rer):

Umrc/k
Uc refrel = C .
re
Equagéo 19

b) O erro relativo associado as leituras do MRC, ou bias relativo (b,;):

X = Crep

brel -

Cref
Equagéo 20

c) O coeficiente de variacdo dos valores medidos no MRC (Cy ), que € igual a

componente da incerteza relativa para a precisao:

CV,b = URw,rel

Equacdo 21
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Usando esses dados, a componente de incerteza associada a justeza (u,), expressa na

forma de incerteza-padréo relativa foi calculada segundo a expresséo:

2
Cv,p

Uprer = |bret” + (ﬁ) + U e rer
Equacéo 22

Onde:

Uurc — Incerteza expandida associada a cada analito no MRC

k — Fator de expansdo referido no certificado de analise do MRC

Cyrer — Concentragdo indicada no certificado do MRC

ny, — NUmero de leituras efetuadas ao MRC

Por fim, a incerteza-padrdo combinada (u.), expressa na forma de incerteza-padrdo
relativa € dada pela contribuicdo dos efeitos aleatérios e dos efeitos sistematicos e foi
determinada de acordo com a expressao:

— 2 2
uc,rel - \/uRW,rel + ub,rel

Equagéo 23

A incerteza-expandida (U), expressa na forma de incerteza-padréo relativa, foi obtida a
partir da multiplicacdo da incerteza-padréo por um fator de expanséo k = 2, para se obter a

incerteza expandida com um nivel de confianca de cerca de 95%.

Urer = k X Ue rel

Equacdo 24
Por fim, para verificar a adequacdo do método a finalidade pretendida procedeu-se ao

calculo da incerteza-padréo de medicdo méxima de acordo com a Equacéo 3 e este valor foi

comparado com a incerteza obtida para o método.
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2.7.2. Controlo de qualidade utilizado neste trabalho

Existem varias ferramentas necessarias para avaliar os parametros da validacdo e a
qualidade das analises efetuadas por ICP para a quantificacdo de metais em peixe; sao elas:
a andlise de brancos, analise de amostras em duplicado, testes de recuperacdo, materiais de
referéncia certificados e padrdes internos de verificacdo. As seguintes ferramentas foram
utilizadas para realizar essa avaliagao:

1) Brancos: neste trabalho foram utilizados dois tipos de brancos:

e Branco de solucgéo e de calibracdo: solugcdo de HNO3 1% (v/v). Este tipo de branco
permitiu avaliar o ruido instrumental e assim determinar os limites instrumentais e verificar
a existéncia de efeitos de memdria ao longo da etapa de andlise.

e Branco de digestdo: solucdo de branco que foi sujeita a todo o processo analitico
juntamente com as amostras. Esta solu¢éo foi preparada num vaso de digestao, ao qual foram
adicionados os reagentes, sem qualquer tipo de amostra, e que foi sujeito a todo o processo
de digestdo. Este controlo permitiu avaliar se existiu alguma contaminagé@o por parte dos
reagentes ou até por parte de vasos mal lavados, durante a etapa de digestéo.

2) Digestdo de amostras em duplicado: a preparacdo de amostras, efetuadas em
duplicado, permitiu avaliar a precisdo do método de ensaio (EURACHEM, 2014).

3) Testes de recuperacdo (spikes): os analitos de interesse foram adicionados,
intencionalmente, as amostras em analise (amostras com concentracdo de analito
desconhecidas). Foi necessario ter cuidado com a fortificacdo efetuada, a fim da
concentracédo total de analito na amostra ndo exceder a gama de trabalho. Os testes de
recuperagéo destinaram-se a avaliar os efeitos de matriz (EURACHEM, 2014).

4) Material de referéncia certificado (MRC): material externo ao laboratério, que possuli
a mesma matriz da amostra em estudo e vem acompanhado com um certificado que tem
informagdo sobre a concentragdo e a incerteza associada a cada analito. Os materiais de
referéncia certificados foram utilizados para avaliar a justeza de medicdo do método de
ensaio em estudo (EURACHEM, 2014).

5) Padrdes internos de verificacdo: solucdes mono-elementares ou multi-elementares,
preparadas no laboratério através de solugfes padrdo comerciais, que contém os analitos que
se pretende quantificar. Estas solu¢fes foram utilizadas para avaliar a precisdo da etapa de
quantificacdo e para verificar a justeza da funcéo de calibracdo (EURACHEM, 2014).
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3.  Apresentacao e discussao de resultados

Os métodos validados neste trabalho foram a quantificacdo de Mn e Sr por ICP-MS e de
Cu, Fe e Zn por ICP-OES, para a matriz peixe. Para esse efeito foi utilizado como referéncia
o procedimento de validacdo de métodos internos de ensaio, do LCA (DQ.PSQ.019).

Sera apresentado como exemplo o trabalho desenvolvido para validar a quantificacdo de
manganés por ICP-MS. Os restantes métodos validados seguiram um processo idéntico de

analise e tratamento de resultados.

3.1.  Validacao do método de quantificacdo de Mn em peixe por ICP-MS

3.1.1. Seletividade
Para avaliar a seletividade do método foram efetuados estudos de interferéncias.

e Avaliacdo de interferéncias de matriz — Testes de recuperacgédo

Na Figura 11 é apresentada a carta de controlo referente as percentagens de recuperacao
de Mn obtidas nas analises das solucdes fortificadas. Nalguns casos sdo apresentadas varias
leituras para um mesmo dia (mas com diferentes niveis de fortificagdo em diferentes
amostras), e como tal, possiveis tendéncias aparentes ndo significam que o processo esteja

fora de controlo.
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Figura 11 — Carta de controlo das percentagens de recuperacao de Mn.

A Figura 11 permite verificar que a recuperacdo media de Mn em solucdes fortificadas
foi de 98%. Nos 35 ensaios de recuperacdo realizados foram obtidas recuperagoes

compreendidas entre 0s 84 e 0s 113%, 0 que esta de acordo com os critérios de aceitagdo
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estabelecidos pelo laboratério (o0 LCA estabeleceu que as recuperacdes devem estar
compreendidas entre 80 e 120%).

Os testes de recuperacdo foram executados em dias diferentes, foram adicionadas
diferentes grandezas de analito a diferentes amostras (7 amostras de peixe) que possuiam
diferentes concentragdes, garantindo a obtencéo de resultados na gama de trabalho do analito
de interesse. Para um determinado nivel de fortificacdo (por exemplo, 20 ppb de Mn) feito
em dias diferentes, ndo se verificaram percentagens de recuperacdo sistematicamente acima
ou abaixo dos 100%. Com base nos dados obtidos, pode concluir-se que a quantificacao de
Mn em peixe por ICP-MS néo apresenta interferéncias de matriz significativas.

As cartas de controlo correspondentes ao processo de validacdo dos restantes elementos
mencionados anteriormente sdo apresentadas nas Figuras 22, 33, 44 e 55. Para todos 0s
analitos as cartas de controlo apresentam distribuicéo de resultados idénticas a obtida para o
Mn. As percentagens de recuperagéo variaram entre 81-114% para o Sr, 90-112% para o Cu,
85-112% para o0 Fe e 81-115% para 0 Zn, estando de acordo com os limites estabelecidos
pelo laboratério (80 a 120%).

e Avaliacao de interferéncias espectrais

O estudo de interferéncias espectrais na quantificacdo de Mn por ICP-MS néo foi
realizado uma vez que ap0s a consulta da literatura, se considerou ndo existirem interferentes
relevantes na quantificacdo deste elemento, para a matriz em estudo. Também para a
quantificacdo de Sr por ICP-MS e Fe por ICP-OES, nao se realizou este estudo pelos motivos
ja mencionados.

Para a quantificacdo de Cu e Zn por ICP-OES foi realizado o estudo de interferentes. O
Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission Spectroscopy, An Atlas of Spectral
Information, indica que o Fe e o Ca sdo possiveis interferentes na quantificacdo de Cu e que
0 Cu e o Fe sdo possiveis interferentes na quantificacdo de Zn. O estudo de interferéncias
espectrais na quantificacdo de Cu e Zn, por ICP-OES, foi realizado através da leitura de
padroes monoelementares de Fe, Ca e Cu. Estes padrdes foram preparados com
concentragfes superiores as expectaveis no peixe. Ao demonstrar que estas concentragdes
elevadas (dos possiveis interferentes) ndo causam uma interferéncia significativa na

quantificacdo do analito (concentragcdo > LD) demonstra-se que quaisquer concentragdes de
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interferentes existente no peixe (inferiores as testadas) ndo causardo interferéncias na
quantificacdo desse analito.

As concentracdes destes padrdes de possiveis interferentes originaram concentracdes
aparentes, para o Cu e para o Zn inferiores aos seus LD (3 pg/L para o Cu e 4 pg/L para o
Zn). Assim, conclui-se que para o método de quantificacdo de Cu e Zn em peixe, por ICP-
OES, as interferéncias sdo desprezaveis. Na Tabela 29 e na Tabela 46 sdo apresentadas as
concentracdes aparentes de Cu e Zn, lidas nos padr6es monoelementares dos elementos

interferentes.
3.1.2. Limites de detecdo e quantificacao
Nas Figuras 12 e 13 sdo apresentadas as cartas de verificacdo dos valores absolutos das

concentracdes de Mn obtidas durante a analise dos brancos de solucéo e de digestao.
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Figura 12 — Carta de verificacdo dos brancos de solugéo para o Mn.
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Figura 13 — Carta de verificagdo dos brancos de digestdo para o Mn.
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As linhas apresentadas nas cartas de verificagdo correspondem ao LD e LQ calculados a

partir de um conjunto de brancos. Esses limites sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Limite de detecdo e de quantificacdo do Mn.

Equacéo Branco de solugéo Branco de digestéo
LD =X, + 3,35, 1,40E-01 pg/L 3,45E-01 pg/L (8,63E-02 po/g)
LQ =X, + 10s, 3,53E-01 pg/L 8,52E-01 pg/L (2,13E-01 pg/g)

Os limites (LD e LQ) calculados através dos brancos de digestdo sdo superiores aos
calculados atraves dos brancos de solugéo. Esta diferenga pode ser devida a alguma pequena
grandeza de analito que possa ter sido introduzida durante a etapa de digestdo/preparacao
das amostras. Serdo estes os limites mais adequados, ficando estabelecido como limite de
quantificagdo para o Mn a concentracdo de 1 pg/L (0,25 pg/g).

O valor do LQ foi verificado experimentalmente através da analise do PVLQ (1 pg/L).

Verificou-se que o coeficiente de variacdo do sinal associado as trés réplicas de leitura
do sinal, para o PVLQ e para todas as solugdes agquosas/amostras de peixe com
concentragdes proximas do LQ foi sempre inferior a 10%. Assim comprovou-se a preciséo
na quantificagdo de Mn nesta gama de concentracao (LQ).

O LQ foi ainda sujeito a avaliacdo da justeza. Na Figura 14 é apresentada a carta de
controlo do erro de justeza da quantificacdo de Mn no PVLQ (1 pg/L).

Erro de justeza (%)

-15
Ne de leituras do PVLQ

—m-35 m-2s

m m+2s

m+3s

Figura 14 — Carta de controlo do erro de justeza da quantificacdo de Mn no PVLQ.

Verifica-se que 0 modulo do erro de justeza associado a leitura de padrGes com

concentracdo de 1 pg/L (0,25 pg/g) ndo ultrapassa os 10%, o que esta de acordo com 0s
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requisitos estipulados pelo LCA para a justeza do LQ. A justeza do LQ deve continuar sob
avaliacdo, sendo de esperar que com 0 aumento do nimero de determinacbes o erro de
justeza médio atinja valores mais baixos.

O coeficiente de variacdo do sinal tanto do PVLQ como de amostras com concentracfes
proximas do LQ foi inferior aos limites estipulados pelo LCA e a justeza do LQ foi
comprovada com base no erro de justeza do PVLQ, o que demonstrou a exatiddo da
quantificacdo de Mn nesta gama de concentragdes.

As cartas de verificacdo dos brancos de solucéo/de digestdo relativas a quantificacdo de
Sr por ICP-MS e Cu, Fe e Zn por ICP-OES encontram-se nas Figuras 23/24; 34/35; 45/46;
56/57, respetivamente. Pode observar-se que para 0 Mn e o Sr tanto os brancos de solucgdo
como os brancos de digestdo se encontram abaixo do LQ e que pontualmente ha brancos de
solucdo e de digestao que se encontram entre o LD e LQ, indicando pequenas contaminacgoes.
Para os restantes analitos em estudo (Cu, Fe e Zn), podemos observar que tanto os brancos
de solugdo como os brancos de digestdo se encontram abaixo do LD. Nas Tabelas 21, 30, 38
e 47 podem ser encontrados os limites de detecdo e quantificacdo dos respetivos elementos.
Os limites de quantificacdo que ficaram estabelecidos para os elementos em estudo foram
1 po/L (0,25 pg/g) para o Sr, 7 pg/L (1,75 pg/g) para o Cu, 8 pg/L (2 pg/g) para o Fe e
12 pg/L (3 pg/g) para o Zn. Os valores calculados para o LQ do Zn foram inferiores aos que
ficaram estabelecidos (LQ calculado atraves dos brancos de digestao para o Zn foi de 9 pg/L
(2,25 pg/g)), no entanto durante a avaliacdo da justeza da quantificacdo de Zn nessa gama
de concentracao verificou-se um erro de justeza superior a 10%. Por este motivo considerou-
se necessario aumentar a concentracdo para 12 ug/L (3 pg/g), de forma a obter uma justeza
de acordo com os critérios estabelecidos pelo laboratério. Nas Figuras 25, 36, 47 e 58 podem
verificar-se as cartas de controlo do erro de justeza dos PVLQs para os analitos em estudo.
Os erros de justeza variaram entre -9 a 6% no caso do Mn; -5 a 6% no caso do Sr; -4 a 10%
para 0 Cu; -9 a 10% para 0 Fe e -10 a 6% no caso do Zn. Como trabalho futuro, serd
importante que o PVLQ continue sob avaliagdo uma vez que ainda foram realizadas poucas

determinacoes.
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3.1.3. Quantificacao

As fungdes de calibragdo foram definidas no inicio de cada analise e foram calculadas
pelo software do equipamento. Apresenta-se de seguida o exemplo do calculo de uma das
funces de calibracao obtidas durante o processo de validagéo. Esta verificacdo foi realizada
para a funcédo de calibracdo obtida, para 0 Mn, no dia 27 de abril de 2016. Os célculos foram
efetuados de acordo com as Equagdes 9, 10 e 11. Nas Tabelas 9, 10 e 11 sdo apresentados
os parametros calculados para a construcdo dessa funcédo de calibracéo linear ponderada. Na

Figura 15 é apresentada a funcdo obtida, que veio confirmar o resultado calculado pelo

software do equipamento, validando assim os calculos do mesmo.

Tabela 9 — Valores para a defini¢do da funcdo de calibracéo linear ponderado do Mn do dia 27/04/2016.

Padrdo | Conc. (ug/L) | Média Sinal (cps) Si si? 1/si?
PO 0,00 9,50E+02 5,43E+01 | 2,94E+03 | 3,40E-04
PO,1 0,10 1,50E+03 9,61E+01 | 9,24E+03 | 1,08E-04
P0,5 0,50 3,64E+03 1,46E+02 | 2,12E+04 | 4,71E-05
P1 0,98 6,33E+03 1,96E+02 | 3,83E+04 | 2,61E-05
P5 4,91 2,83E+04 4,05E+02 | 1,64E+05 | 6,11E-06
P10 9,90 5,58E+04 4,57E+02 | 2,09E+05 | 4,79E-06
P20 19,59 1,09E+05 3,57E+02 | 1,27E+05 | 7,85E-06
P100 98,51 5,37E+05 2,53E+03 | 6,42E+06 | 1,56E-07
Soma 134,48 7,42E+05 4,24E+03 | 6,99E+06 | 5,40E-04
Média 16,81 9,28E+04 5,31E+02 | 8,74E+05 | 6,75E-05

Tabela 10 — Valores para a definicdo da fungdo de calibracdo linear ponderado do Mn do dia 27/04/2016

(continuacéo).

Padréo | Conc. (ng/L) wi Wi*Xi Wi*yi WIi*Xi*yi Wi*Xi?
PO 0,00 5,03E+00 | 0,00E+00 | 4,78E+03 | 0,00E+00 | 0,00E+00
PO,1 0,10 1,60E+00 | 1,64E-01 | 2,41E+03 | 2,45E+02 | 1,67E-02
P0,5 0,50 6,98E-01 | 3,45E-01 | 2,47E+03 | 1,22E+03 | 1,71E-01
P1 0,98 3,87E-01 | 3,80E-01 | 2,45E+03 | 2,40E+03 | 3,73E-01
P5 4,91 9,05E-02 | 4,44E-01 | 2,56E+03 | 1,26E+04 | 2,18E+00
P10 9,90 7,09E-02 | 7,02E-01 | 3,96E+03 | 3,92E+04 | 6,95E+00
P20 19,59 1,16E-01 | 2,28E+00 | 1,27E+04 | 2,48E+05 | 4,46E+01
P100 98,51 2,31E-03 | 2,27E-01 | 1,24E+03 | 1,22E+05 | 2,24E+01
Soma 134,48 8,00E+00 | 4,54E+00 | 3,25E+04 | 4,25E+05 | 7,67E+01
Média 16,81 1,00E+00 | 5,67E-01 | 4,06E+03 | 5,32E+04 | 9,58E+00
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Tabela 11 — Valor do erro residual (%) para o Mn nos padrdes de calibracéo.

Padréo Conc. Sinal Calculado Residuos Erro residual [Mn] |[Erro relativo|
(ug/L) (cps) (%) calculada (%)
PO 0,00 9,47E+02 2,35E+00 0,25 0,00 -
PO,1 0,10 1,51E+03 -8,06E+00 -0,54 0,10 1,4
P0,5 0,50 3,67E+03 -1,27E+02 -3,60 0,47 4,7
P1 0,98 6,34E+03 -1,18E+01 -0,19 0,98 0,2
P5 4,91 2,79E+04 4,35E+02 1,54 4,98 1,6
P10 9,90 5,53E+04 4,59E+02 0,82 9,98 0,8
P20 19,59 1,09E+05 2,93E+02 0,27 19,64 0,3
P100 98,51 5,42E+05 -4,99E+03 -0,93 97,60 0,9
__ 6,0E+05
& 5,0E+05
g 4,0E+05
()
£ 3,0E+05
2 Pontos experimentais
B 2,0E+05
= Reta ponderada
© 1,0E+05
£
0,0E+00

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0 100,0
Concentracdo de Mn (ug/L)

Figura 15 — Funcéo de calibracdo para a quantificagdo do Mn no dia 27/04/2016.

No contexto deste trabalho foram obtidas 7 funcGes de calibracdo vélidas, para a
quantificacdo de Mn por ICP-MS. Na Tabela 12 séo reunidos os parametros dessas funcgdes
de calibracdo. E apresentado o declive, a ordenada na origem e o coeficiente de correlagéo.
Estas fungdes de calibracdo foram construidas com pelo menos 5 padrées de calibracéo ao
longo da gama de trabalho e verificou-se que em todas elas o coeficiente de correlagéo foi
superior a 0,995 (critérios estabelecidos pelo laboratério).

Tabela 12 — Par&metros das fungdes de calibracdo obtidas para o Mn.
Data b, | a, (cps) | a, (Ug/L) r
02/03/2016 | 6057 469 7,74E-02 | 0,9999
22/03/2016 | 5793 501 8,65E-02 | 0,9999
05/04/2016 | 3938 531 1,35E-01 | 0,9999
21/04/2016 | 6254 857 1,37E-01 | 0,9999
27/04/2016 | 5493 947 1,72E-01 | 0,9999
10/05/2016 | 7116 | 2563 3,60E-01 | 0,9999
24/05/2016 | 8898 | 2150 2,42E-01 | 0,9999
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A gama de trabalho instrumental, para a quantificacdo de Mn em peixe por ICP-MS, para
a qual se realizou o estudo de validacao, ficou estipulada entre 1 e 100 pg/L. Estes limites
correspondem ao LQ e ao padrdo de maior concentracdo, respetivamente. A gama de
trabalho do método foi obtida atraves da conversdo destes valores em massa seca, de acordo
com a Equacdo 12. A gama de trabalho do método obtida para a quantificacdo de Mn em
peixe foi de 0,25 a 25 pg/g (peso seco).

Para verificar a linearidade da relacdo entre o sinal instrumental e a concentracdo do
analito procedeu-se ao calculo do coeficiente de correlagdo (r), como ja mencionado
anteriormente, e a analise do grafico dos erros residuais. Na Figura 16 estdo representados
0s erros residuais associados aos diferentes padrdes de calibracdo utilizados para o calculo
da funcéo de calibracdo do Mn, no dia 27/04/2016.

10

0,0 0,1 0,5 1,0 4,9 9,9 19,6 98,5

Erro reidual (%)
o

-10
Concentracdo de Mn (ug/L)

Figura 16 — Erro residual associado aos diferentes padrées de calibragio para o Mn, no dia 27/04/2016.

Como se pode observar na Figura 16 e na Tabela 11, o erro residual encontra-se bastante
préximo de zero (o critério do LCA sdo 10%) e verifica-se que ndo existem mais de trés
residuos positivos ou negativos consecutivos. Pode concluir-se que o erro residual nao
apresenta tendéncias e estd uniformemente distribuido, comprovando-se assim a
adequabilidade da funcdo de calibracdo calculada (linear ponderada) aos resultados obtidos.

Com base no coeficiente de correlacdo () e na analise do erro residual conclui-se que o
modelo linear ponderado descreve de forma adequada a resposta instrumental do ICP-MS
em funcédo da concentracdo de Mn.

A validacdo do software do equipamento também foi realizada para 0s restantes
elementos validados neste trabalho e essa informacdo e os parametros das funcdes de

calibracdo desses elementos sdo apresentados nos anexos 6.1 a 6.4: Sr (Tabelas 22 a 25 e
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Figuras 26 e 27), Cu (Tabelas 31 a 34 e Figuras 37 e 38), Fe (Tabelas 39 a 42 e Figuras 48 e
49) e Zn (Tabelas 48 a 51 e Figuras 59 e 60). Para os restantes elementos em estudo as
conclustes foram as mesmas que as obtidas para o Mn. Para o Sr e Fe obtiveram-se 4 erros
residuais negativos e positivos, respetivamente, consecutivos. No entanto, em ambos 0s
casos esse erro apresenta um valor reduzido (erro méximo em mddulo de 3%). No caso do
Cu e do Zn ndo se verificaram quaisquer tendéncias.

As gamas de trabalho instrumentais validadas foram as seguintes: 1-100 pg/L para a
quantificacdo de Sr por ICP-MS; 7-320 ug/L; 8-320 pug/L; 12-320 pg/L para a quantificacdo
de Cu, Fe e Zn, respetivamente, por ICP-OES. As gamas de trabalho do método que foram
validadas foram as seguintes: 0,25-25 pg/g para a quantificacdo de Sr por ICP-MS e 1,75-
80 pg/g; 2-80 pg/g; 3-80 ug/g para a quantificacdo de Cu, Fe e Zn, respetivamente, por ICP-
OES.

3.1.4. Justeza/ veracidade

Neste trabalho foi avaliada a justeza associada a etapa de quantificacdo e a justeza
associada ao método.

Na Figura 17 esté representada a carta de controlo do erro de justeza associado a leitura
dos padrdes de controlo (PVRCs). O erro de justeza foi obtido através do célculo do erro
relativo, de acordo com a Equacéo 8 (concentragdes em pg/L).
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Figura 17 — Carta de controlo do erro de justeza na quantificacdo do Mn nos PVRCs.

Como se pode verificar, o valor médio tende a aproximar-se do erro de justeza nulo, no

entanto verificam-se alguns desvios que podem estar associadas a contaminagdes dos
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padrdes de controlo ou a alguma instabilidade instrumental. Este erro apresentou-se sempre
dentro dos limites aceitaveis (10%). De notar que a carta de controlo apresentada contem os
erros de justeza associados a diferentes padrdes, com concentracdes diferentes e que, em
cada dia de analise foram lidas um numero diferente de solucbes. Os erros obtidos
apresentaram um modulo do erro de justeza inferior a 10%, podendo-se concluir que as
etapas de quantificacdo de Mn por ICP-MS estiveram sob controlo.

A justeza do método foi avaliada recorrendo a0 MRC TORT-2. Na Figura 18 esta
representada a carta de controlo do erro de justeza, das varias leituras (em dias diferentes),

das 23 digestdes independentes do MRC realizadas neste trabalho.
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Figura 18 — Carta de controlo do erro de justeza na quantificagdo do Mn no MRC.

O erro de justeza médio aproximou-se de zero, mas em casos pontuais verificaram-se
valores para o moédulo do erro de justeza proximos de 15%, provavelmente decorrentes de
algum erro no processo de digestao/preparacdo do MRC e/ou algum drift durante a etapa de
quantificacdo. Com base nos resultados obtidos, pode concluir-se que os requisitos para o
erro de justeza do metodo, estipulados pelo LCA, séo adequados a quantificacdo do Mn em
amostras de peixe por ICP-MS (mddulo do erro de justeza maximo de 15%).

As cartas de controlo relativas ao erro de justeza associado a etapa de quantificacéo e ao
erro de justeza associado ao método de ensaio (MRC) para os elementos Sr, Cu, Fe e Zn sdo
apresentadas nas Tabelas 28/29; 39/40 50/51 e 61/62, respetivamente. As etapas de
quantificacdo para todos os elementos apresentaram-se sob controlo, uma vez que os erros
de justeza se encontraram dentro dos limites estabelecidos pelo laboratorio (10%). Quanto

ao erro de justeza associado a0 MRC TORT-2, obtiveram-se erros de justeza nos intervalos:
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-14 a 8% para 0 Mn; -13 a 14% para o Sr; -9 a 9% para o Cu; -12 a 8% para o Fe e -9 a 15%
no caso do Zn. Para o Sr, Cu e Fe ndo se verificaram tendéncias. Para o Zn verificou-se que
0 erro de justeza diminui ao longo do tempo; esta tendéncia podera dar indicacdo de que 0s
erros de justeza proximos de 15% nos primeiros dias de analise poderiam estar relacionados
com contaminagdo e, de facto, verificou-se que a situacdo foi resolvida através de uma

lavagem mais cuidada dos vasos de digestéo.

3.1.5. Preciséo

e Desvio padrao relativo associado a leitura instrumental

Na Figura 19 estdo representados os desvios padrao relativos (%), obtidos na leitura das
varias solucdes analisadas no decorrer da validagdo do método da quantificacdo de Mn em
peixe por ICP-MS.

DPR (%)
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Figura 19 — Carta de controlo dos desvios padrdes relativos (%) na quantificacdo de Mn por ICP-MS.

O valor médio obtido para o desvio padréo relativo (DRP) foi de aproximadamente 1,5%
e nao se obtiveram valores préoximos dos 10% (valor limite estipulado pelo LCA). Com base
nos resultados obtidos pode-se redefinir o critério de aceitacdo dos DPR para 7%, uma vez
que ndo foram observados valores superiores a este.

As cartas de controlo relativas aos desvios padrdes relativos obtidos na quantificagdo de
Sr, Cu, Fe e Zn em peixe sdo apresentadas nas Figuras 30, 41, 52 e 63, respetivamente. Os
desvios padrdo relativos maximos foram: 6% para o Sr, 9% para o Cu, 9% para o Fe e 7%
para 0 Zn. Como tal, pode-se redefinir/diminuir o critério de aceitagcdo dos DPR para esses

mesmos valores.
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e Coeficiente de variacao de repetibilidade

Na Tabela 13 estdo representados os CV,. estimados através das analises de Mn em
amostras de peixe, MRC TORT-2 e padrdes de verificacdo por ICP-MS e os valores de
HORRAT, que foram obtidos de acordo com o regulamento (CE) N° 333/2007.

Tabela 13 — Valores de CV,.(%) e de HORRAT, estimados para o0 Mn.

Amostra CV;.(%) | N° de leituras por amostra | HORRAT,
MRC TORT-2 3 10 0,20
MRC TORT-2 2 10 0,16

CJ.F 10 8 0,55

S.CG* 9 6 0,54

CJ.F 10 8 0,53

S.CG 6 6 0,37

| 4 10 0,22

H 6 10 0,33

S.CG 5 6 0,28
PVLQ * 4 10
PVLQ * 3 10
PVLQ 2 10

A Tabela 13 permite observar que as solugdes que apresentam menor CV, sdo 0 PLVQ
e 0 MRC TORT-2. De notar que na solucdo PVLQ a variabilidade se deve apenas a etapa de
quantificacdo (matriz simples / duplicados de leitura) e no caso do MRC TORT-2 o material
era muito homogéneo. Para as amostras de peixe foram obtidos valores de CV, superiores e
estes sdo devidos essencialmente a heterogeneidade das amostras e também as concentragdes
de Mn existentes nestas, que eram mais baixas que as presentes no MRC.

Os valores de HORRAT, obtidos para as amostras estudadas foram inferiores a 2, o que
permite concluir que a repetibilidade do método foi satisfatdria.

Os valores de HORRAT, e os valores de CV,.(%) estimados para os elementos Sr, Cu, Fe
e Zn sao apresentados nas Tabelas 26, 35, 43 e 52, respetivamente. As conclusdes obtidas
para esses elementos sdo idénticas as obtidas para 0 Mn, uma vez que para todos 0s analitos
em estudo os valores de HORRAT, foram inferiores a 2, considerando-se assim que a

repetibilidade dos metodos foi satisfatoria.
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e Avaliacdo de duplicados

As cartas de controlo para os valores das diferencas relativas (%) dos duplicados de
leitura/digestédo séo apresentadas na Figura 20 e na Figura 21. Um duplicado de leitura
consistiu numa amostra de peixe digerida num vaso de digestéo e posteriormente analisada
por ICP duas vezes e um duplicado de digestdo consistiu numa amostra de peixe digerida
em dois vasos de digestdo diferentes, mas num mesmo ciclo de digestao e analisada por ICP

uma vez.

-12
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N

N2 de duplicados de leitura

— [T m+2s

m+3s M-2S e m-3s

Figura 20 — Carta de controlo para os valores das diferencas relativas (%) dos duplicados de leitura de

amostras de peixe.
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Figura 21 — Carta de controlo para os valores das diferencas relativas (%) dos duplicados de digestéo de

amostras de peixe.

O modulo da diferenca relativa para os duplicados de leitura foi sempre inferior a 10%
(critério estipulado pelo laborat6rio). O numero de analises realizadas, de duplicados de
leitura, foi inferior ao numero de duplicados de digestdo. No entanto esta ultima avaliacdo
de repetibilidade sera mais importante uma vez que neste caso os duplicados foram sujeitos

a todo o procedimento do método de ensaio.
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As diferencas relativas obtidas para os duplicados de digestdo foram afetadas por dois
tipos de repetibilidade, que contribuiram para a variabilidade dos resultados: a repetibilidade
associada a etapa de digestdo/preparacdo da amostra e a repetibilidade associada a leitura
instrumental. Por este fato, as diferencas relativas obtidas para os duplicados de digestdo
foram superiores, comparativamente as obtidas para os duplicados de leitura. Esta diferenca
pode também ser explicada devido & heterogeneidade das amostras de peixe, pois verificou-
se que os modulos das diferencas relativas obtidas para os duplicados de digestdo de MRC
foram inferiores comparativamente aos obtidos para as amostras de peixe.

As cartas de controlo para os valores das diferengas relativas dos duplicados de
leitura/digestéo do Sr, Cu, Fe e Zn sdo apresentadas nas Figuras 31/32, 42/43, 53/54 e 64/65,
respetivamente. As conclusdes retiradas dessas cartas de controlo sdo idénticas as conclusfes

apresentadas para Mn.

e Precisdo intermédia
Na Tabela 14 estdo representados os varios CVs, (%), assim como 0 numero de grupos
(p) e o nimero de leituras obtidas em condicGes de repetibilidade em cada grupo (n),

utilizados para a obtencdo desses valores e os valores de HORRATs, correspondentes.

Tabela 14 — Valores de CVs, (%) e de HORRATS, estimados para o Mn.

AMOSTRA | CVs, (%) | n [ p | HORRATS,
MRC TORT-2 4 9|3 0,36
CJF 10 8|3 0,55
S.CG 10 6 |3 0,56
i 6 52 0,34
H 7 52 0,36
PVLQ 4 103

A Tabela 14 permite verificar que os valores de CVs, mais baixos dizem respeito as
matrizes mais simples, enquanto para as amostras de peixe foram obtidos valores mais
elevados. Esta discrepancia ja tinha sido observada na avaliacdo da repetibilidade. Pode
concluir-se que um dos fatores que influencia a precisdo do método € a heterogeneidade das

amostras de peixe e a gama de concentragdes (concentragdes mais baixas — coeficientes de
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variagdo mais elevados). Os valores de HORRATs, obtidos foram todos inferiores a 2 e por
isso pode concluir-se que a precisao intermédia correspondeu aos requisitos especificados.

Através da avaliacdo da precisdo intermedia conseguiu demonstrar-se que as medicdes
efetuadas em condicGes de rotina laboratorial se mantém relativamente estaveis. O valor
maximo de CVs, obtido foi de 10%, para duas amostras de peixe e o valor de HORRAT,
maximo foi de 0,56 e 0,55, também para as mesmas amostras de peixe.

Os coeficientes de variacdo associados a precisdo intermédia e respetivos valores de
HORRAT;, estimados para os elementos Sr, Cu, Fe e Zn sdo apresentados nas Tabelas 27,
36, 44 e 53, respetivamente. As conclusdes retiradas dessas tabelas foram as mesmas que as
obtidas para o Mn. Apenas, no caso do Sr, foi obtido um valor de CVs, de 11% para uma

amostra de peixe.

3.1.6. Incerteza da medicédo

Na Tabela 15 € apresentado o valor obtido para a estimativa da incerteza associada a
quantificacdo de Mn em peixe por ICP-MS, assim como a componente associada a precisdo
(efeitos aleatdrios) e a justeza (efeitos sistematicos). Estes valores foram obtidos de acordo
com as expressoes anteriormente apresentadas (18 a 24) (valores em percentagem) e tendo
em conta as leituras de MRC efetuadas durante o processo de validacdo do método.

Foi ainda calculada a incerteza de medicdo maxima (Uf) (relativizada e expandida) para
se poder verificar a adequabilidade do método, através da comparacdo desse valor com a

incerteza-expandida obtida. A Uf foi calculada de acordo com a Equacéo 3.

Tabela 15 — Estimativa da incerteza associada a quantificagdo do Mn por ICP-MS.

Ug, rel | 4,2%
Up,rel 4,5%
Ucrer | 6,1%

U |13,2%
Uf | 20,0%

Neste trabalho apenas se procedeu a estimativa da incerteza utilizando um MRC e como
tal, a incerteza poderéa estar subestimada. Como trabalho futuro, serd importante, re-estimar
aincerteza, se possivel, a partir de outro MRC, de preferéncia com uma concentracédo de Mn

mais proxima dos valores existentes no peixe, ou a partir de ensaios de comparacao
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interlaboratorial. Esta estimativa foi obtida com um ndmero consideravel de leituras de
MRC, lidos em condigdes de precisdo intermédia, sendo que as componentes associadas a
justeza e a precisao foram representativas, dentro do nivel de concentracdo do MRC. Sendo
assim, seria importante que o LCA, no futuro, reavaliasse esta estimativa.

A incerteza-expandida (U), expressa na forma de incerteza-padrdo relativa estimada para
a quantificacdo de Mn em peixe por ICP-MS foi de 13,2%. A incerteza de medi¢do maxima
(Uf) obtida (relativizada e expandida) foi de 20,0% e como tal, 0 método demonstrou-se
adequado, uma vez que a incerteza calculada para o método foi inferior a incerteza de
medicdo maxima.

As incertezas associadas as etapas de quantificacdo, bem como as incertezas de medicéo
maximas de Sr em peixe, por ICP-MS e Cu, Fe e Zn em peixe, por ICP-OES sao apresentadas
nas Tabelas 28, 37, 45 e 54, respetivamente. As incertezas-expandidas (U), expressas na
forma de incertezas-padrao relativas estimadas para a quantificacdo de Sr em peixe, por ICP-
MS e Cu, Fe e Zn em peixe, por ICP-MS foram respetivamente: 14,9%; 13,6%; 18,8% e
20,0%. As incertezas de medicdo méaximas (Uf) obtidas (relativizadas e expandidas) foram
de 20,0% e como tal, os métodos demonstraram-se adequados, uma vez que as incertezas

calculadas para os métodos foram inferiores as incertezas de medi¢cdo méaximas.

3.1.7. Resumo da validacao dos métodos

No ambito deste trabalho foi possivel fazer a validacdo da metodologia de quantificacdo
de Mn e Sr por ICP-MS e de Cu, Fe e Zn por ICP-OES para a matriz peixe. Os dados usados
para a validacdo destes métodos podem ser consultados no corpo do documento (Mn) e nos
Anexos 6.1 a 6.4 (Sr, Cu, Fe e Zn). O estudo de validagéo destas metodologias foi executado
com base no procedimento de validacdo de métodos internos de ensaio do LCA
(DQ.PSQ.019). As Tabelas 16 a 20 apresentam os parametros de desempenho selecionados
para cada um dos métodos, bem como os resultados obtidos.

Relativamente a avaliacdo das interferéncias de matriz verificou-se que os elementos
selecionados ndo apresentaram interferéncias de matriz relevantes e apresentaram
percentagens de recuperagdo de acordo com os requisitos estabelecidos pelo LCA
(percentagem de recuperacdo para todos os elementos estudados variou entre 81 e 115%).

As interferéncias espectrais foram avaliadas para os métodos de quantificacdo de Cu e
Zn, por ICP-OES. Verificou-se que os padrbes contendo os possiveis interferentes
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originaram concentragdes aparentes, para os analitos de interesse, inferiores aos seus LD e,
portanto, conclui-se que esses possiveis interferentes ndo sdo significativos na quantificacéo
de Cu e Zn, na matriz referida. Para os outros elementos essa avaliacdo nédo foi feita, pois
ndo foram encontradas na bibliografia informacdes sobre interferentes relevantes.

A justeza do método foi avaliada recorrendo ao MRC e 0 método de quantificacdo de Cu
por ICP-OES foi o que apresentou um erro de justeza menor. Seria importante que no futuro
0 LCA utilizasse um outro MRC, para reavaliacdo da justeza dos métodos, que contivesse
concentracdes dos analitos de interesse mais baixas/mais proximas das encontradas nas
amostras de peixe.

A precisdo dos métodos foi avaliada recorrendo ao MRC e a amostras de peixe. O que
se verificou para a avaliacdo da precisdo utilizando o MRC foi que esta apresentava
coeficientes de variacdo (de repetibilidade e precisdo intermédia) baixos, o que pode ser
explicado pela homogeneidade deste material e pela gama de concentragdes dos analitos
(tendencialmente mais elevadas que nas amostras de peixe). A avaliacdo da preciséo
utilizando amostras de peixe originou coeficientes de variacdo mais elevados, pois a gama
de concentracdes dos analitos era menor e estas amostras eram mais heterogéneas, o que
originou maiores diferencas entre réplicas de digestéao.

Através da avaliacdo da incerteza pode fazer-se uma apreciacdo global do desempenho
dos métodos. Para as metodologias validadas no ICP-MS (Mn e Sr) foi realizado um maior
namero de leituras do MRC e como tal a incerteza foi estimada com um maior nimero de
determinac6es. A metodologia que apresentou uma menor incerteza foi a da quantificacao
de Mn (13,2%) por ICP-MS, seguindo-se a da quantificacdo de Cu (13,6%) por ICP-OES e
a da quantificacdo de Sr cuja metodologia apresentou uma incerteza maior (14,9%). O Fe e
0 Zn foram os elementos que apresentaram uma maior incerteza, devida tanto a um maior
erro de justeza como a uma menor precisao. As incertezas calculadas para as metodologias
validadas neste trabalho foram inferiores as incertezas de medi¢cdo maximas (Uf); assim
demonstra-se a adequabilidade dos métodos para o controlo destes elementos.

Os métodos validados possuem caracteristicas de desempenho que permitem a
quantificacdo destes elementos em peixe por ICP. Os requisitos poderdo posteriormente ser
reajustados a medida que sejam obtidos mais resultados (atualmente € o histérico de dados
é reduzido).
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Tabela 16 — Parametros de desempenho para a quantificacdo de Mn em peixe por ICP-MS.

Mn em peixe por ICP-MS

Parametros de validagéo Is6topo de 55 u.m.a. Observagoes
Requisito | Valor obtido
L IniE G d? 80-120% 84-113% Valor minimo e maximo obtido
S | matriz (recuperacdes)
8
% Interferéncias <LD na Néo foram identificadas possiveis
3 espetrais h interferéncias
Coeficiente de > 0,995 0,9999 Valor minimo obtido
9 correlacdo (r)
§ Sensibilidade/Declive n.a. gggg Valores minimo e maximo obtidos
=
= 1-100 pg/L
c
S Gama de trabalho n.a. 0,25-25 ng/e n.a.
o Limite de na 1 pg/L Definido com base nos brancos de
guantificacéo (LQ) o 0,25 pg/g digestéo e validado com o PVLQ
Coef. de variagéo das
(das 3 réplicas) da <10% <7% Valor maximo obtido
leitura instrumental
Coef. de_vgr_iagéo de <10% < 4% Valor maximo, o_btido em 10 Igit_u_ras do
repetibilidade PVLQ, em condigdes de repetibilidade
C?:f'e(tjfb:/l?(;;?eagse Valor méximo obtido na leitura de
P digestio <10% <10% réplicas de digestdo de amostras de
j% (digestdo + leitura) peixe
[S]
g HORRAT, <2 0,55 Valor maximo obtido
Avaliacgéo de . . .
- Valor méaximo obtido para a diferenca
0, 0,
dup_Ilcados =10% =8% relativa entre duplicados de leitura
(leitura)
Avaliacdo de o . .
duplicados < 15% <10% Valor_ maximo Obtho paraa dl_fererl(;a
o el . relativa entre duplicados de digestdo
(digestdo + leitura)
Precisdo intermedia <10% <10% Valor maximo obtido
HORRATg, <2 0,56 Valor méximo obtido
< . o
& b A 8 (e el e <15% <14% Valor maximo obtido
5 certificado
=
= = 1SO 11352:2012 <20% (Uf) 13,2% Valor obtido usando 0 MRC TORT-2
[S]
£3
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Tabela 17 — Parametros de desempenho para a quantificacdo de Sr em peixe por ICP-MS.

Parémetros de validagédo

Sr em peixe por ICP-MS
Is6topo de 88 u.m.a.

Observagoes

Requisito | Valor obtido
= I EREEs d? 80-120% 81-114% Valor minimo e maximo obtido
S | matriz (recuperacdes)
2
% Interferéncias <LD na Néo foram identificadas possiveis
3 espetrais h interferéncias
Coeficiente de > 0,995 0,9999 Valor minimo obtido
9 correlacdo (r)
§ Sensibilidade/Declive n.a. 4958 Valores minimo e maximo obtidos
= 10022
= 1-100 pg/L
=
3 Gama de trabalho n.a. 0,25-25 ng/e n.a.
o Limite de na 1 pg/L Definido com base nos brancos de
guantificacéo (LQ) o 0,25 pg/g digestdo e validado com o PVLQ
Coef. de variagéo das
(das 3 réplicas) da <10% <6% Valor maximo obtido
leitura instrumental
Coef. de variagéo de <10% <39, Valor méximo, obtido em 10 leituras do
repetibilidade = =-7 PVLQ, em condigdes de repetibilidade
C?:f'e(tjfb:/l?(;;?eagse Valor méximo obtido na leitura de
P digestio <10% <9% réplicas de digestdo de amostras de
fg (digestdo + leitura) peixe
(&)
E HORRAT, <2 0,69 Valor maximo obtido
%lell?gggoge <10% < 4% Valor maximo obtido para a diferenca
P = e =70 relativa entre duplicados de leitura
(leitura)
Avallggao de 0 o Valor méximo obtido para a diferenca
duplicados <15% <8% . . o
o el . relativa entre duplicados de digestdo
(digestdo + leitura)
Precisdo intermédia <10% <10% Valor maximo obtido
HORRATg, <2 0,67 Valor méximo obtido
< . .
2 b A 8 (e el e <15% <14% Valor maximo obtido
3 certificado
Law)
= = 1SO 11352:2012 <20% (Uf) 14,9% Valor obtido usando o MRC TORT-2
[&]
£3
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Tabela 18 — Parametros de desempenho para a quantificacdo de Cu em peixe por ICP-OES.

Cu em peixe por ICP-OES

Parémetros de validagédo A =324,754 nm Observagoes
Requisito | Valor obtido
L IniE G d? 80-120% 90-112% Valor minimo e maximo obtido
S | matriz (recuperacdes)
o
= Interferanci Padrdes interferentes avaliados:
k3 nter erencias <LD <LD Fe (1 mg/L)
3 espetrais Ca (40 mg/L)
Coeficiente de > 0,995 0,9997 Valor minimo obtido
S correlacdo (r)
§" Sensibilidade/Declive n.a. ?g Valores minimo e maximo obtidos
=
= 7-320 pg/L
c
S Gama de trabalho n.a. 1,75-80 /e n.a.
o Limite de na 7 pg/L Definido com base nos brancos de
guantificacéo (LQ) o 1,75 pg/g digestéo e validado com o PVLQ
Coef. de variagéo das
(das 3 réplicas) da <10% <9% Valor maximo obtido
leitura instrumental
Coef. de variagéo de <10% 206 Valor obtido em 10 leituras do PVLQ,
repetibilidade = em condigdes de repetibilidade
C?:f'e(tjfb:/l?(;;?eagse Valor méximo obtido na leitura de
P digestio <10% <8% réplicas de digestdo de amostras de
3 (digestdo + leitura) peixe
5 HORRAT, <2 0,56 Valor maximo obtido
o
%lell?gggoge <10% < 8% Valor maximo obtido para a diferenca
P = e =7 relativa entre duplicados de leitura
(leitura)
%lell?gsgoge < 15% < 10% Valor méximo obtido para a diferenca
. aup . =17 =0 relativa entre duplicados de digestdo
(digestdo + leitura)
Precisao intermédia <10% 9% Valor Obggzsatépoagg Itj/leRr(e:zpllcas de
HORRATg, <2 0,93 Valor obtido
< . A
o Material Qe_ el e <15% <9% Valor méaximo obtido
5 certificado
=
= = 1SO 11352:2012 <20% (Uf) 13,6% Valor obtido usando o MRC TORT-2
[S]
£3
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Tabela 19 — Parametros de desempenho para a quantificacdo de Fe em peixe por ICP-OES.

Fe em peixe por ICP-OES

Parémetros de validagédo A =259,940 nm Observagoes
Requisito | Valor obtido
= IniE G d? 80-120% 85-112% Valor minimo e maximo obtido
S | matriz (recuperacdes)
2
% Interferéncias <LD na Néo foram identificadas possiveis
3 espetrais h interferéncias
Sl >0,995 0,9993 Valor minimo obtido
9 correlacdo (r)
§ Sensibilidade/Declive n.a. 19183 Valores minimo e maximo obtidos
=
S Gama de trabalho n.a. 8-800 pg/L n.a.
S 2-200 pg/g
o Limite de na 8 po/L Definido com base nos brancos de
guantificacéo (LQ) - 2 ug/g digestdo e validado com o PVLQ
Coef. de variagéo das
(das 3 réplicas) da <10% <10% Valor maximo obtido
leitura instrumental
Coef. de variacdo de <10% <204 Valor obtido em 10 leituras do PVLQ,
repetibilidade - - em condigdes de repetibilidade
C?:f'e(tjfb:/l?(;;?eagse Valor méximo obtido na leitura de
P digestio <10% <10% réplicas de digestdo de amostras de
3 (digestdo + leitura) peixe
S HORRAT, <2 1,04 Valor maximo obtido
o
%lell?gggoge <10% < 8% Valor maximo obtido para a diferenca
P = e =7 relativa entre duplicados de leitura
(leitura)
Aavjhl?g:goge < 15% < 13% Valor maximo obtido para a diferenca
. aup . =17 =00 relativa entre duplicados de digestéo
(digestdo + leitura)
Precisao intermédia <10% 5% Valor Obggzsatépoagg Itj/leRr(e:zpllcas de
HORRATg, <2 0,65 Valor obtido
< . .
2 Material de referéncia <15% <12% Valor maximo obtido
3 certificado
=
< = 1SO 11352:2012 <20% (Uf) 18,8% Valor obtido usando o MRC TORT-2
[&]
£3
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Tabela 20 — Parametros de desempenho para a quantificacdo de Zn em peixe por ICP-OES.

Zn em peixe por ICP-OES

Parémetros de validagédo A=213,857 nm Observacoes
Requisito | Valor obtido
L Interferéncias de 80-120% 82 -115% Valor minimo e maximo obtido
S | matriz (recuperacdes)
o
jg Interferéncias Padrdes interferentes avaliados:
2 ST <LD <LD Cu (1 mg/L)
n Fe (1 mg/L)
Coeficiente de >0,995 0,9996 Valor minimo obtido
S correlacéo (r)
§" Sensibilidade/Declive n.a. gi Valores minimo e maximo obtidos
=
S Gama de trabalho n.a. 12-320 pg/L n.a.
S 3-80 pg/g
o Limite de na 12 pg/L Definido com base nos brancos de
guantificacéo (LQ) o 3 ug/g digestdo e validado com 0 PVLQ
Coef. de variagéo das
(das 3 réplicas) da <10% <7% Valor maximo obtido
leitura instrumental
Coef. de variacdo de <10% 4% Valor obtido em 10 leituras do PVLQ,
repetibilidade - em condigdes de repetibilidade
C?:f.ectjiebzll?gé?jgeaga?e Valor méximo obtido na leitura de
P digestio <10% <10% réplicas de digestdo de amostras de
1§ (digestdo + leitura) peixe
g HORRAT, <2 0,99 Valor maximo obtido
o
%lell?gggoge <10% < 8% Valor maximo obtido para a diferenca
P = e =7 relativa entre duplicados de leitura
(leitura)
Aavjhl?g:goge < 15% <11% Valor maximo obtido para a diferenca
. aup . =107 =0 relativa entre duplicados de digestao
(digestdo + leitura)
. - Valor obtido a partir de réplicas de
() 0,
Precisdo intermédia <10% 7% digestio do MRC
HORRATg, <2 0,95 Valor obtido
< . .
o Material de referéncia <15% <15% Valor maximo obtido
3 certificado
g = 1SO 11352:2012 <20% (Uf) 19,7% Valor obtido usando 0 MRC TORT-2
[S]
£3
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4, Conclusoes

O trabalho de estagio foi realizado no Laboratorio Central de Analises da Universidade
de Aveiro e teve por principal objetivo o desenvolvimento e validagdo de uma metodologia
para analise de elementos essenciais e potencialmente toxicos em peixe, usando técnicas de
analise multi-elementar tais como ICP-MS e ICP-OES. A validacdo destas metodologias tem
como finalidade a sua posterior acreditacdo. O LCA é um laboratdrio acreditado pelo IPAC
para a analise elementar nas matrizes agua e solos.

Neste trabalho foram validadas as metodologias de quantificagdo de Mn e Sr por ICP-
MS e Cu, Fe e Zn por ICP-OES para a matriz peixe. Para 0s métodos poderem ser acreditados
sera necessario que o LCA participe com sucesso num ensaio de comparacao
interlaboratorial para a analise destes elementos em peixe, uma vez que este é um requisito
obrigatdrio da acreditaco.

O trabalho desenvolvido no ambito deste estagio permitiu adquirir experiéncia e
desenvolver competéncias relacionadas com as praticas de controlo e garantias da qualidade
e validacdo de metodos analiticos, assim como ter algum contacto com técnicas
instrumentais de analise por ICP-MS e ICP-OES.
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6. Anexos

6.1. Validacdo do método de quantificacdo de Sr em peixe por ICP-MS

Seletividade
e Testes de recuperagdo

130
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% Recuperagao
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o

~
o

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27
N2 do teste de recuperagdo

—m-3s M-25 e M m+2s m+3s

Figura 22 — Carta de controlo das percentagens de recuperacao de Sr.

Limites de detecdo e quantificacao
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Figura 23 — Carta de verificacdo dos brancos de solugdo para o Sr.
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Figura 24 — Carta de verificacdo dos brancos de digestao para o Sr.
Tabela 21 — Limite de detecdo e de quantificagdo do Sr.
Equacéo Branco de solugdo Branco de digestéo
LD = x, + 3,35, 1,40E-01 pg/L 4,11E-01 pg/L (1,03E-01 pg/g)
LQ = ik, + 10s, 3,60E-01 pg/L 1,00E+00 pg/L (2,50E-01 pg/g)
15
__ 10
S
© 5
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30
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o 5
= -10
-15
N2 de leituras do PVLQ
= m-3s Mm-25 ==———m m+2s m+3s

Figura 25 — Carta de controlo do erro de justeza da quantificacdo de Sr no PVLQ.



Quantificacao

Tabela 22 — Valores para a defini¢do da funcdo de calibracéo linear ponderado do Sr do dia 27/04/2016.

Padréo | Conc. (ug/L) | Média Sinal si si? 1/si?
PO 0,00 1,82E+02 | 1,39E+01 | 1,93E+02 | 5,19E-03
PO,1 0,10 8,35E+02 | 3,65E+01 | 1,33E+03 | 7,50E-04
P0,5 0,50 3,25E+03 | 1,06E+02 | 1,12E+04 | 8,95E-05
P1 0,98 6,34E+03 | 1,08E+02 | 1,17E+04 | 8,58E-05
P5 4,91 3,12E+04 | 2,98E+02 | 8,86E+04 | 1,13E-05
P10 9,90 6,26E+04 | 1,05E+03 | 1,11E+06 | 9,03E-07
P20 19,59 1,24E+05 | 1,01E+03 | 1,02E+06 | 9,81E-07
P100 98,51 6,24E+05 | 3,78E+03 | 1,43E+07 | 6,99E-08
Soma 134,48 8,52E+05 | 6,41E+03 | 1,65E+07 | 6,13E-03
Média 16,81 1,07E+05 | 8,01E+02 | 2,07E+06 | 7,66E-04

Tabela 23 — Valores para a defini¢do da funcdo de calibragéo linear ponderado do Sr do dia 27/04/2016

(continuacéo).

Padrédo | Conc. (ug/L) wi Wi*Xi wi*yi Wi*Xi*yi Wi*xi?
PO 0,00 6,77E+00 | 0,00E+00 | 1,23E+03 | 0,00E+00 | 0,00E+00
PO,1 0,10 9,79E-01 | 9,99E-02 | 8,17E+02 | 8,34E+01 | 1,02E-02
P0,5 0,50 1,17E-01 | 5,78E-02 | 3,80E+02 | 1,88E+02 | 2,86E-02
P1 0,98 1,12E-01 | 1,10E-01 | 7,10E+02 | 6,97E+02 | 1,08E-01
P5 491 1,47E-02 | 7,23E-02 | 4,60E+02 | 2,26E+03 | 3,55E-01
P10 9,90 1,18E-03 | 1,17E-02 | 7,38E+01 | 7,30E+02 | 1,16E-01
P20 19,59 1,28E-03 | 2,51E-02 | 1,59E+02 | 3,12E+03 | 4,92E-01
P100 98,51 9,13E-05 | 8,99E-03 | 5,69E+01 | 5,61E+03 | 8,85E-01
Soma 134,48 8,00E+00 | 3,86E-01 | 3,89E+03 | 1,27E+04 | 1,99E+00
Média 16,81 1,00E+00 | 4,82E-02 | 4,86E+02 | 1,59E+03 | 2,49E-01

Tabela 24 — Valor do erro residual (%) para o Sr nos padrdes de calibracéo.

Padréo Conc. Sinal Residuos Erro [Sr] relllitrtlir\c/)o|

(no/L) Calculado residual (%) | calculada (%)

PO 0,00 1,81E+02 | 7,24E-01 0,40 0,00 -
PO,1 0,10 8,26E+02 | 8,46E+00 1,01 0,10 1,31
PO,5 0,50 3,31E+03 | -6,26E+01 -1,93 0,49 2,00
P1 0,98 6,39E+03 | -5,13E+01 -0,81 0,97 0,83
P5 4,91 3,12E+04 | -1,99E+01 -0,06 4,90 0,06
P10 9,90 6,28E+04 | -2,15E+02 -0,34 9,87 0,34
P20 19,59 1,24E+05 | 2,81E+02 0,23 19,63 0,23
P100 98,51 6,23E+05 | 5,90E+02 0,09 98,60 0,09
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Figura 26 — Funcéo de calibracdo para a quantificacdo do Sr no dia 27/04/2016.

Tabela 25 — Pardmetros das fun¢des de calibracdo obtidas para o Sr.

Data b, | a, (cps) | a, (Hg/L) r
02/03/2016 | 7497 42 5,65E-03 | 0,9999
22/03/2016 | 7636 268 3,51E-02 | 0,9999
05/04/2016 | 4958 86 1,74E-02 | 0,9999
21/04/2016 | 7099 139 1,95E-02 | 0,9999
27/04/2016 | 6324 181 2,86E-02 | 1,000
10/05/2016 | 8621 205 2,38E-02 | 0,9999
24/05/2016 | 10022 177 1,76E-02 | 0,9999

— —
0,0 0,1 E 1,0 4,9 9,9 19,6 98,5

Erro reidual (%)
o

-10
Concentracdo de Sr (ug/L)

Figura 27 — Erro residual associado aos diferentes padrbes de calibragéo para o Sr, no dia 27/04/2016.
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Figura 28 — Carta de controlo do erro de justeza na quantificacdo do Sr nos PVRCs.
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Figura 29 — Carta de controlo do erro de justeza na quantificacdo do Sr no MRC.
Precisdo

e Desvio padrao relativo associado a leitura instrumental
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Figura 30 — Carta de controlo dos desvios padrdes relativos (%) na quantificacdo do Sr por ICP-MS.
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e Coeficiente de variacao de repetibilidade
Tabela 26 — Valores de CV,.(%) e de HORRAT, estimados para o Sr.

Amostras | CV.(%) | N°de leituras por amostra | HORRAT,
TORT 6 9 0,69
S.C.G* 9 8 0,62
S.C.G 9 8 0,64
i 8 9 0,61
H 5 10 0,38
S.C.G 9 8 0,66
PVLQ 2 10
PVLQ 3 10
PVLQ 3 10

e Avaliacdo de duplicados

Diferenca relativa (%)
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N2 de duplicados de leitura

—m m+2s m+3s M-2S e m-3s

Figura 31 — Carta de controlo para os valores das diferencas relativas (%) dos duplicados de leitura de

amostras de peixe.

Diferenca relativa (%)

Ne¢ de duplicados de digestao

— m+2s

m+3s M-2S e m-3s

Figura 32 — Carta de controlo para os valores das diferencas relativas (%) dos duplicados de digestéo de

amostras de peixe.
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e Precisao intermédia

Tabela 27 — Valores de CVs, (%) e de HORRATg, estimados para o Sr.

Amostras | CVs, (%) | n | p | HORRATj,
TORT 4 6 |2 0,38
S.C.G 10 8 |3 0,67

H 7 5|2 0,48
PVLQ 4 10| 3

Incerteza da medigao

Tabela 28 — Estimativa da incerteza associada & quantificagdo do Sr por ICP-MS.

uRw,rel 5,2 %
Upret | 28%
Ucrer | 59%
Uper | 14.9%
Uf | 20,0%
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6.2. Validagdo do método de quantificacdo de Cu em peixe por ICP-OES

Seletividade
e Testes de recuperagdo
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Figura 33 — Carta de controlo das percentagens de recuperacéo de Cu.

e Interferéncias espectrais

Tabela 29 — Valores das leituras efetuadas dos padrdes de Fe e Ca para o estudo de interferéncias espectrais

na quantificacdo de Cu (ug/L) por ICP-OES

Avaliacdo de interferéncias espectrais na quantificagdo de Cu (ug/L) por ICP-OES
Fe (1 mg/L) Ca (40 mg/L)
3,44E-01 2,51E-01
4,31E-01 1,84E-01
1,30E-01 1,98E-01
8,83E-02 2,07E-01
1,32E-01 1,52E-02
1,47E-02 1,74E-01
2,96E-02 1,38E-01
1,55E-01 5,31E-02
7,83E-02 7,60E-02
1,03E-01 1,65E-01
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Limites de detecéo e quantificacao
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Figura 34 — Carta de verificacdo dos brancos de solucgéo para o Cu.
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Figura 35 — Carta de verificacdo dos brancos de digestéo para o Cu

Tabela 30 — Limite de detecéo e de quantificacdo do Cu.

Equacéo Branco de solugéo Branco de digestao
LD = %y + 3,35 | 3,00E+00 pg/L 3,24E+00 pg/L (8,10E-01 pg/g)
LQ = ik, + 10s, 6,83E+00 pg/L | 6,89E+00 pg/L (1,72E+00 pg/g)
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Figura 36 — Carta de controlo do erro de justeza da quantificacdo de Cu no PVLQ.

Quantificacao

Padréo | Conc. (ug/L) | Média Sinal Si si? 1/si?
PO 0,00 2,77E+02 | 3,41E+01 | 1,16E+03 | 8,59E-04
P1 4,00 441E+02 | 1,34E+01 | 1,80E+02 | 5,55E-03
p2 8,00 7,13E+02 | 1,40E+01 | 1,97E+02 | 5,08E-03
P3 20,00 155E+03 | 1,76E+01 | 3,10E+02 | 3,23E-03
P4 40,00 2,90E+03 | 7,74E+00 | 6,00E+01 | 1,67E-02
P5 80,00 5,84E+03 | 5,65E+01 | 3,19E+03 | 3,14E-04
P6 160,00 1,16E+04 | 2,07E+02 | 4,30E+04 | 2,33E-05
P7 320,00 2,24E+04 | 1,88E+02 | 3,55E+04 | 2,82E-05

Soma 632,00 457E+04 | 5,39E+02 | 8,35E+04 | 3,18E-02

Média 79,00 571E+03 | 6,74E+01 | 1,04E+04 | 3,97E-03

Tabela 31 — Valores para a definicdo da fungéo de calibrag&o linear ponderado do Cu do dia 06/04/2016.

Tabela 32 — Valores para a definicdo da fungdo de calibrac&o linear ponderado do Cu do dia 06/04/2016

(continuacéo).

Padr&o | Conc. (ug/L) wi Wi*Xi wi*yi Wi*xi*yi | wi*xi?
PO 0,00 2,16E-01 | 0,00E+00 | 5,99E+01 | 0,00E+00 | 0,00E+00
P1 4,00 1,40E+00 | 5,59E+00 | 6,17E+02 | 2,47E+03 | 2,24E+01
P2 8,00 1,28E+00 | 1,02E+01 | 9,12E+02 | 7,30E+03 | 8,19E+01
P3 20,00 8,13E-01 | 1,63E+01 | 1,26E+03 | 2,52E+04 | 3,25E+02
P4 40,00 4,20E+00 | 1,68E+02 | 1,22E+04 | 4,87E+05 | 6,72E+03
P5 80,00 7,90E-02 | 6,32E+00 | 4,61E+02 | 3,69E+04 | 5,05E+02
P6 160,00 5,86E-03 | 9,38E-01 | 6,79E+01 | 1,09E+04 | 1,50E+02
P7 320,00 7,10E-03 | 2,27E+00 | 1,59E+02 | 5,08E+04 | 7,27E+02

Soma 632,00 8,00E+00 | 2,10E+02 | 1,57E+04 | 6,20E+05 | 8,53E+03

Média 79,00 1,00E+00 | 2,62E+01 | 1,96E+03 | 7,76E+04 | 1,07E+03
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Tabela 33 — Valor do erro residual (%) para o Cu nos padrdes de calibrag&o.

108

Padrio Conc. Sinal Residuos Erro [Cu] |Erro
(ug/L) | Calculado residual (%) | calculada | relativo| (%)

PO 0,00 1,64E+02 1,13E+02 40,89 1,65 -

P1 4,00 4,38E+02 2,97E+00 0,67 4,04 1,1

P2 8,00 7,13E+02 -5,25E-02 -0,01 8,00 0,0

P3 20,00 1,54E+03 1,18E+01 0,76 20,17 0,9

P4 40,00 2,91E+03 | -1,35E+01 -0,47 39,80 0,5

P5 80,00 5,66E+03 1,83E+02 3,13 82,66 3,3

P6 160,00 | 1,12E+04 4,41E+02 3,80 166,42 4,0

P7 320,00 | 2,21E+04 2,16E+02 0,97 323,15 1,0
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Figura 37 — Funcdo de calibracdo para a quantificacdo do Cu no dia 06/04/2016.

Tabela 34 — Par&metros das fungdes de calibracdo obtidas para o Cu.

Data

by,

ay

Tr

11/12/2015

69

222

0,9997

24/02/2016

66

281

0,9999

22/03/2016

64

192

0,9999

06/04/2016

69

164

0,9999

29/04/2016

73

148

0,9998
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Figura 38 — Erro residual associado aos diferentes padrées de calibracdo para o Cu, no dia 06/04/2016.
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Figura 39 — Carta de controlo do erro de justeza na quantificacdo do Cu nos PVRCs.
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Figura 40 — Carta de controlo do erro de justeza na quantificacdo do Cu no MRC.
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Figura 41 — Carta de controlo dos desvios padrdes relativos (%) na quantificacdo do Cu por ICP-OES.

Coeficiente de variacao de repetibilidade

Tabela 35 — Valores de CV,.(%) e de HORRAT, estimados para o Cu.

Amostras | CV.(%) | N°de leituras por amostra | HORRAT,
TORT 1 10 0,15
CJF 8 7 0,56
S.C.G 5 9 0,33
PVLQ 2 10

Avaliacéo de duplicados

0 1

Diferenca relativa (%)

o O A N O N BN O ®

N¢ de duplicados de leitura

—m-3S M-2S e m+2s
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Figura 42 — Carta de controlo para os valores das diferencas relativas (%) dos duplicados de leitura de
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amostras de peixe.
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Figura 43 — Carta de controlo para os valores das diferencas relativas (%) dos duplicados de digestéo de

e Precisdo intermédia

Tabela 36 — Valores de CV, (%) e de HORRATS;, estimados para o Cu.

amostras de peixe.

Amostras | CVs, (%) | n | p | HORRATj,
TORT 9 316 0,93
PVLQ 4 5|5

Incerteza da medicao

Tabela 37 — Estimativa da incerteza associada & quantificacdo do Cu por ICP-OES.

Up, ret | 4,7%
Uprer | 5.3%
Ucrer | 6,8%

U, | 13,6%
Uf | 20,0%
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6.3.  Validagdo do método de quantificacdo de Fe em peixe por ICP-OES

Seletividade
e Testes de recuperagao

115
R

105 ) m

85

% Recuperagao
&
)
S~
g

75
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25

N2 do teste de recuperagdo

— m-3S M-2S e m+2s m+3s

Figura 44 — Carta de controlo das percentagens de recuperacéo de Fe.

Limites de detecéo e quantificacao
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Figura 45 — Carta de verificagdo dos brancos de solucgéo para o Fe.
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Figura 46 — Carta de verificacdo dos brancos de solucgéo para o Fe.

113



Tabela 38 — Limite de detecdo e de quantificacdo do Fe.

Equacao Branco de solucéo Branco de digestao
LD = %, + 3,35, | 2,30E+00 pg/L 3,22E+00 pg/L (8,05E-01 pg/g)
LQ =X, + 10s, 5,84E+00 pg/L | 7,96E+00 pg/L (1,99E+00 ug/g)

20

10 Py
) /, \
1 7 10 13 16 22 s 25

-10

Erro de justeza (%)

-20
N¢ de leituras do PVLQ

— m-3S m-2s m m+2s m+3s

Figura 47 — Carta de controlo do erro de justeza da quantificacéo de Fe no PVLQ.

Quantificacao

Tabela 39 — Valores para a defini¢do da funcdo de calibragéo linear ponderado do Fe do dia 06/04/2016.

Padr&o | Conc. (ug/L) | Média Sinal Si Si2 1/si?
PO 0,00 1,61E+02 | 2,96E+01 | 8,76E+02 | 1,14E-03
P1 10,00 1,11E+03 | 4,26E+01 | 1,81E+03 | 5,51E-04
P2 20,00 2,13E+03 | 2,18E+01 | 4,76E+02 | 2,10E-03
P3 50,00 5,22E+03 | 1,36E+02 | 1,86E+04 | 5,39E-05
P4 100,00 1,03E+04 | 2,34E+02 | 5,46E+04 | 1,83E-05
P5 200,00 2,06E+04 | 1,67E+02 | 2,78E+04 | 3,60E-05
P6 400,00 4,03E+04 | 7,56E+01 | 5,72E+03 | 1,75E-04
P7 800,00 7,60E+04 | 6,15E+02 | 3,78E+05 | 2,65E-06

Soma 1580,00 1,56E+05 | 1,32E+03 | 4,88E+05 | 4,08E-03

Média 197,50 1,95E+04 | 1,65E+02 | 6,10E+04 | 5,10E-04
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Tabela 40 — Valores para a defini¢do da funcdo de calibrag&o linear ponderado do Fe do dia 06/04/2016

(continuacao).

Padréo | Conc. (ug/L) Wi Wi*Xi wi*yi Wi*Xi*yi Wi*Xi2
PO 0,00 2,24E+00 | 0,00E+00 | 3,59E+02 | 0,00E+00 | 0,00E+00
P1 10,00 1,08E+00 | 1,08E+01 | 1,20E+03 | 1,20E+04 | 1,08E+02
P2 20,00 4,12E+00 | 8,24E+01 | 8,78E+03 | 1,76E+05 | 1,65E+03
P3 50,00 1,06E-01 | 5,29E+00 | 5,52E+02 | 2,76E+04 | 2,64E+02
P4 100,00 3,59E-02 | 3,59E+00 | 3,71E+02 | 3,71E+04 | 3,59E+02
P5 200,00 7,06E-02 | 1,41E+01 | 1,46E+03 | 2,91E+05 | 2,82E+03
P6 400,00 3,43E-01 | 1,37E+02 | 1,38E+04 | 5,52E+06 | 5,48E+04
P7 800,00 5,19E-03 | 4,15E+00 | 3,94E+02 | 3,16E+05 | 3,32E+03

Soma 1580,00 8,00E+00 | 2,57E+02 | 2,69E+04 | 6,38E+06 | 6,34E+04

Média 197,50 1,00E+00 | 3,22E+01 | 3,36E+03 | 7,97E+05 | 7,92E+03

Tabela 41 — Valor do erro residual (%) para o Fe nos padrGes de calibracéo.

. E E
~ Conc. Sinal . _rro [Fe] | r_ro
Padréo i) || e Residuos residual calculada relativo|
e (%) (%)
PO 0,00 1,43E+02 1,77E+01 11,02 0,18 -
P1 10,00 1,14E+03 | -3,45E+01 -3,11 9,66 3,4
P2 20,00 2,14E+03 | -1,35E+01 -0,63 19,87 0,7
P3 50,00 5,15E+03 7,18E+01 1,38 50,72 1,4
P4 100,00 1,02E+04 1,80E+02 1,75 101,80 1,8
P5 200,00 2,02E+04 | 4,63E+02 2,24 204,62 2,3
P6 400,00 4,02E+04 | 8,27E+01 0,21 400,83 0,2
P7 800,00 8,02E+04 | -4,20E+03 -5,52 758,07 5,2
1,0E+05
£ 8,0E+04
(]
€ 6,0E+04
E 4,0E+04 Pontos experimentais
E 2,0E+04 Reta ponderada
0,0E+00
0,0 1000  200,0 3000 4000 5000 600,0 700,0  800,0  900,0

Concentracdo de Fe (pg/L)

Figura 48 — Funcéo de calibracéo para a quantificacdo do Fe no dia 06/04/2016.
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Tabela 42 — Pardmetros das fun¢des de calibracdo obtidas para o Fe.

Data b, | a, r
11/12/2015 | 102 | 118 | 0,9993
24/02/2016 | 100 | 54 | 0,9998
22/03/2016 | 98 | 128 | 0,9997
06/04/2016 | 100 | 143 | 0,9995
29/04/2016 | 113 | 82 | 0,9995
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10
L s
© — - | ]
g . R
2 0,0 . 8,0 20,0 40,0 80,0 160,0
2 -10
w
-15
20

Concentragdo de Fe (ug/L)

Figura 49 — Erro residual associado aos diferentes padrGes de calibracéo para o Fe, no dia 06/04/2016.

Justeza/veracidade

20
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Erro de justeza (%)

N¢ de leituras dos PVRCs

—m-3s M-2S e m+2s

m+3s

Figura 50 — Carta de controlo do erro de justeza na quantificacdo do Fe nos PVRCs.
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Erro de justeza (%)

Precisao
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—m-3s M-2S e m+2s m+3s

Figura 51 — Carta de controlo do erro de justeza na quantificacdo do Fe no MRC.

e Desvio padrao relativo associado a leitura instrumental

10

8

DPR (%)

N

Figura 52 — Carta de controlo dos desvios padrdes relativos (%) na quantificacdo do Fe por ICP-OES.
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e Coeficiente de variacao de repetibilidade

Tabela 43 — Valores de CV,.(%) e de HORRAT, estimados para o Fe.

Amostras | CV.(%) | N°de leituras por amostra | HORRAT,
TORT 2 10 0,21
CJ.F 10 9 1,04
S.C.G 3 9 0,35
H 10 7 0,71
i 9 10 0,67
PVLQ 2 10
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e Avaliacdo de duplicados

10

Diferenca relativa (%)

-10
N2 de duplicados de leitura

— m-3S M-25 e ) m+2s m+3s

Figura 53 — Carta de controlo para os valores das diferencas relativas (%) dos duplicados de leitura de

amostras de peixe.
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N2 de duplicados de digestao

—m-3S M-2S e m+2s

m+3s

Figura 54 — Carta de controlo para os valores das diferencas relativas (%) dos duplicados de digestéo de

amostras de peixe.

e Precisao intermédia

Tabela 44 — Valores de CVs, (%) e de HORRATg, estimados para o Fe.

Amostras | CVs, (%) | n | p | HORRATg,
TORT 5 316 0,65
PVLQ 5 5[5
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Incerteza da medicao

Tabela 45 — Estimativa da incerteza associada a quantificagdo do Fe por ICP-OES.

uRw,rel 6,2%
Uprer | 7.7%
Ucrer | 9,4%
Uy | 18,8%
Uf | 20,0%
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6.4. Validagdo do método de quantificacdo de Zn em peixe por ICP-OES

Seletividade

e Testes de recuperagao

120

110

. A

80

% Recuperagao

70

60
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

N2 do teste de recuperacdo

m+3s

—m-3s M-2S e m+2s

Figura 55 — Carta de controlo das percentagens de recuperacdo de Zn.

e Interferéncias espectrais
Tabela 46 — Valores das leituras efetuadas dos padrdes de Cu e Fe para o estudo de interferéncias espectrais

na quantificacdo de Zn (ug/L) por ICP-OES

Avaliagao de interferéncias espectrais na quantificacdo de Zn (ug/L) por ICP-OES
Cu (1 mg/L) Fe (1 mg/L)
2,75E+00 7,81E-01
3,15E+00 1,06E+00
3,40E+00 7,05E-01
3,25E+00 9,18E-01
3,36E+00 3,11E-01
3,53E+00 4,21E-01
2,50E+00 1,06E+00
2,35E+00 6,16E-01
2,24E+00 2,41E-01
2,63E+00 6,41E-01
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Limites de detecéo e quantificacao
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Figura 56 — Carta de verificagdo dos brancos de solugdo para o Zn
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Figura 57 — Carta de verificagdo dos brancos de digestdo para o Zn

Tabela 47 — Limite de detecéo e de quantificacdo do Zn.

Equacédo Branco de solugéo Branco de digestao
LD =X, + 3,35, | 3,07E+00 pg/L | 4,23E+00 pg/L (1,06E+00 pg/g)
LQ = ik, + 10s, 8,06E+00 pg/L | 8,71E+00 pg/L (2,18E+00 ug/g)
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Figura 58 — Carta de controlo do erro de justeza da quantificacdo de Zn no PVLQ.

Quantificacao
Tabela 48 — Valores para a defini¢éo da fungdo de calibrag&o linear ponderado do Zn do dia 06/04/2016.

Padréo | Conc. (ug/L) | Média Sinal Si Si2 1/si2
PO 0,00 4,18E+01 | 6,62E+00 | 4,38E+01 | 2,28E-02
P1 4,00 2,44E+02 | 2,16E+01 | 4,68E+02 | 2,14E-03
P2 8,00 4,19E+02 | 1,90E+01 | 3,60E+02 | 2,78E-03
P3 20,00 1,01E+03 | 1,24E+01 | 1,54E+02 | 6,49E-03
P4 40,00 1,90E+03 | 6,65E+01 | 4,42E+03 | 2,26E-04
P5 80,00 3,93E+03 | 5,77E+01 | 3,33E+03 | 3,01E-04
P6 160,00 7,68E+03 | 3,82E+01 | 1,46E+03 | 6,86E-04
P7 320,00 1,50E+04 | 2,42E+02 | 5,85E+04 | 1,71E-05

Soma 632,00 3,02E+04 | 4,64E+02 | 6,87E+04 | 3,55E-02

Média 79,00 3,78E+03 | 5,80E+01 | 8,58E+03 | 4,43E-03

Tabela 49 — Valores para a definicdo da funcéo de calibragdo linear ponderado do Zn do dia 06/04/2016

(continuacéo).

Padr&o | Conc. (ug/L) wi Wi*Xi wi*yi WIi*Xi*yi | wi*xi2
PO 0,00 5,15E+00 | 0,00E+00 | 2,15E+02 | 0,00E+00 | 0,00E+00
P1 4,00 4,81E-01 | 1,93E+00 | 1,18E+02 | 4,70E+02 | 7,70E+00
P2 8,00 6,27E-01 | 5,02E+00 | 2,62E+02 | 2,10E+03 | 4,01E+01
P3 20,00 1,46E+00 | 2,93E+01 | 1,48E+03 | 2,96E+04 | 5,86E+02
P4 40,00 5,10E-02 | 2,04E+00 | 9,68E+01 | 3,87E+03 | 8,16E+01
P5 80,00 6,78E-02 | 5,43E+00 | 2,67E+02 | 2,13E+04 | 4,34E+02
P6 160,00 1,55E-01 | 2,48E+01 | 1,19E+03 | 1,90E+05 | 3,96E+03
P7 320,00 3,86E-03 | 1,23E+00 | 5,78E+01 | 1,85E+04 | 3,95E+02

Soma 632,00 8,00E+00 | 6,97E+01 | 3,69E+03 | 2,66E+05 | 5,51E+03

Média 79,00 1,00E+00 | 8,71E+00 | 4,61E+02 | 3,33E+04 | 6,88E+02
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Tabela 50 — Valor do erro residual (%) para 0 Zn nos padrdes de calibraco.

Padrio Conc. Sinal Residuos Erro [Zn] |Erro
(ug/L) | Calculado residual (%) | calculada | relativo| (%)
PO 0,00 | 4,47E+01 | -2,89E+00 -6,90 -0,06 -
P1 4,00 | 2,36E+02 | 8,45E+00 3,46 4,18 4.4
P2 8,00 | 4,27E+02 | -8,05E+00 -1,92 7,83 2,1
P3 20,00 | 1,00E+03 | 1,12E+01 1,11 20,24 1,2
P4 40,00 | 1,95E+03 | -5,83E+01 -3,07 38,78 3,1
P5 80,00 | 3,87E+03 | 6,62E+01 1,68 81,39 1,7
P6 160,00 | 7,69E+03 | -5,46E+00 -0,07 159,89 0,1
P7 320,00 | 1,53E+04 | -3,32E+02 -2,22 313,04 2,2
1,8E+04
1,6E+04
T 14E+04
GEJ 1,2E+04
S 1,0E+04
_g 8,0E+03 Pontos experimentais
© 6,0+03 Reta ponderada
= 4,0£403
2,0E+03
0,0E+00
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0 350,0

Concentracgdo de Zn (ug/L)

Figura 59 — Funcéo de calibracéo para a quantificacdo do Zn no dia 06/04/2016.

Tabela 51 — Par&metros das fun¢des de calibracéo obtidas para o Zn.

Data b, | a, r
11/12/2015 | 45 | 43 | 0,9996
24/02/2016 | 46 | 33 | 0,9999
22/03/2016 | 45 | 61 | 0,9998
06/04/2016 | 48 | 45 | 0,9999
29/04/2016 | 51 | 150 | 0,9999
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Figura 60 — Erro residual associado aos diferentes padrées de calibragéo para o Zn, no dia 06/04/2016.
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Figura 61 — Carta de controlo do erro de justeza na quantificacdo do Zn nos PVRCs.
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Figura 62 — Carta de controlo do erro de justeza na quantificacdo do Zn no MRC.
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Precisdo

e Desvio padrao relativo associado a leitura instrumental
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Figura 63 — Carta de controlo dos desvios padrdes relativos (%) na quantificacdo do Zn por ICP-OES.
e Coeficiente de variacao de repetibilidade

Tabela 52 — Valores de CV,.(%) e de HORRAT, estimados para 0 Zn.

Amostras | CV.(%) | N°de leituras por amostra | HORRAT,
TORT 1 10 0,09
CJF 9 9 0,90
S.C.G 5 10 0,48
H 7 10 0,61
i 10 10 0,99
PVLQ 4 10

e Avaliacao de duplicados

Diferenca relativa (%)

N2 de duplicados de leitura

— m-3S M-25 e ) m+2s m+3s

Figura 64 — Carta de controlo para os valores das diferencas relativas (%) dos duplicados de leitura de

amostras de peixe.
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Figura 65 — Carta de controlo para os valores das diferencas relativas (%) dos duplicados de digestéo de

e Precisdo intermédia

Tabela 53 — Valores de CV, (%) e de HORRATS, estimados para 0 Zn

amostras de peixe.

Amostras | CVs, (%) | n | p | HORRATj,
TORT 7 3|6 0,95
PVLQ 5 515

Incerteza da medicao

Tabela 54 — Estimativa da incerteza associada & quantificacdo do Zn por ICP-OES.

Up, ret | 1.7%
Up,rel 5,9%
Ucrer | 9,9%

Uper | 19.7%
Uf | 20,0%
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