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Resumo

O presente trabalho foi desenvolvido no laboratério ALS Controlvet e teve como
objetivo a validacdo de um método para determinacéo de elementos metalicos em alimentos
por espetrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS).

O método desenvolvido envolveu a anélise simultanea de arsénio (As), cddmio (Cd),
chumbo (Pb), cromio (Cr) e niquel (Ni), elementos considerados como uns dos mais toxicos
pela Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA), numa gama consideravel de
amostras, com objetivo de ser representativa das amostras lidas em rotina no laboratorio.

O método em estudo foi adaptado de dois métodos normalizados, a EPA 200.8:
Determination of Trace Elements in Waters and wastes by ICP-MS e a EPA 6020A:
Inductively coupled plasma-mass spectrometry.

De forma a confirmar a adequabilidade do método aos objetivos do laboratério foram
avaliados os parametros: selecdo de massas atomicas, selecdo de padr@es internos, estudo de
interferéncias, linearidade, gama de trabalho, seletividade e especificidade, limite de
quantificacdo, limite de detecdo, precisdo, exatidao e incertezas.

Os limites de quantificagdo obtidos em massa/massa para cada um dos elementos
foram de 0,06 mg/kg para o arsénio, 0,01 mg/kg para o cadmio, 0,20 mg/kg para o chumbo,
0,05 mg/kg para o cromio e 0,15 mg/kg para niquel. Em ensaios de recuperagdo obtiveram-
se valores entre 93 e 103%. No estudo de repetibilidade registaram-se coeficientes de variagdo
inferiores a 10%, e para a amplitude média relativa, medida da precisdo intermédia
obtiveram-se valores inferiores a 10%. A exatiddo foi avaliada com materiais de referéncia
certificados (MRC), obtendo-se sempre valores de z-score inferiores a 2. A incerteza é 8%
para o arsénio, cadmio e chumbo, 16% para o chumbo e 7% para o cromio.

Os resultados obtidos para os parametros de validacdo permitem concluir que o

método se encontra validado.

Palavras-chave: Metais em Alimentos; Espectrometria de Massa com Plasma Indutivo

Acoplado; Analise Multielementar; Validacdo de Métodos Analiticos
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Abstract

This work was developed at ALS Controlvet with the purpose to validate a method
for determination of metals in food by inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-
MS).

The method developed involved simultaneous analysis or arsenic (As), cadmium
(Cd), lead (Pb), chromium (Cr) and nickel (Ni), elements considered as some of the most
toxic by European Food Safety Authority (EFSA), in a considerable range of samples,
representative of the samples routinely analised in the laboratory.

The method was adapted from two standard methods, EPA 200.8: Determination of
Trace Elements in Waters and wastes by ICP-MS and EPA 6020A: Inductively coupled
plasma-mass spectrometry.

To confirm the suitability of the method to the laboratory objectives, several
parameters were evaluated namely atomic mass, internal standards, interferences, linearity,
work range, selectivity and specificity, quantification limit, detection limit, precision,
accuracy and uncertainties.

Quantification limits obtained in mass/mass for each element were 0,06 mg/kg for
arsenic, 0,01 mg/kg for cadmium, 0,20 mg/kg for lead, 0,05 mg/kg for chromium and 0,15
mg/kg nickel. Recovery values ranging from 93 % to 103 % were obtained. In what concerns
repetibility coefficients of variation lower than 10 % were achieved, and for the relative mean
amplitude intermediate precision, values below 10% were obtained. Accuracy was evaluated
using certified reference materials and z-score values below 2 were always obtained. The
uncertainity is 8% for arsenic, cadmium and lead, 16% for lead and 7% For chromium.

The results obtained in the validation parameters allowed to conclude that the method
is validated.

Keywords: Metals in Food; Inductively coupled plasma-mass spectrometry; Multielement
Analysis; Validation of Analytical Methods
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Capitulo 1

Introducao






1 - Introducao

A ingestdo de alimentos € algo crucial para a sobrevivéncia humana. Como tal é
imprescindivel garantir a qualidade destes, qualidade essa que pode ser avaliada atraves de
uma andlise cuidada dos alimentos.

Os alimentos podem representar riscos para a salde caso estejam contaminados,
sendo 0s metais uma das possiveis fontes de contaminagdo. Alguns dos metais existentes sdo
altamente tdxicos, mesmo que ingeridos em pequenas quantidades. O controlo da
contaminacdo de géneros alimenticios (e.g. produtos agricolas, produtos de pesca e pecuéria,
outras matérias primas e de produtos processados) por metais é por isso fundamental para
minimizar a exposi¢do a este tipo de contaminantes. Esta necessidade de controlo pode surgir
quer da parte da industria alimentar, quer de outros elos da cadeia econémica que pretendam
verificar a conformidade dos produtos que adquirem

Assim sendo, este trabalho foca-se no desenvolvimento de uma metodologia de
espetrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) para analise dos
elementos arsénio, cadmio, chumbo, crémio e niquel, considerados pela Autoridade Europeia
para a Seguranca Alimentar (EFSA) como sendo os mais toxicos [1].

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério ALS Controlvet, de acordo com as
necessidades do mesmo. Para além do trabalho aqui desenvolvido foram adquiridos outros

conhecimentos, como os indicados no Anexo |.

1.1 Elementos metalicos em alimentos

Os alimentos sdo materiais essenciais a sobrevivéncia humana, que necessitamos de
consumir diariamente, nas suas formas naturais, cozinhadas ou processadas. Como tal, a

andlise de alimentos é extremamente importante, pois permite avaliar as condigdes em que



estes se encontram, o seu valor nutricional e efetuar a monitorizacdo dos contaminantes
toxicos que possam estar presentes, prevenindo a ocorréncia de intoxicacGes alimentares [2].

E nos alimentos que se encontra a principal fonte de nutrientes essenciais ao
organismo, maioritariamente proteinas, hidratos de carbono e lipidos, bem como certas
substancias quimicas, também elas essenciais, como nutrientes minerais, e vitaminas. Como
tal, é crucial que seja efetuada uma analise quimica rigorosa de forma a preservar a salde,
pois a falta ou 0 excesso de algum nutriente pode causar graves problemas [3].

E conhecido que a maioria dos nutrientes minerais incluem elementos metalicos, e
que apesar de alguns destes elementos serem considerados essenciais, quando absorvidos pelo
organismo em concentracbes acima de certos limites, podem tornar-se toxicos. Alguns
elementos metalicos ndo sdo considerados essenciais, e quando ingeridos, mesmo em
concentragdes bastantes baixas, causam intoxicacoes [2],[4].

A toxicidade destes metais é justificada pelo facto de serem bastante reativos e
consequentemente interagirem com o0s sistemas biologicos [5]. Os metais toxicos tém a
capacidade de competir com o0s metais essenciais nas funcdes enzimaticas que estes
desempenham, bem como de interagir em locais importantes, como 0s grupos -SH de
sistemas enzimaticos podendo provocar a sua inibicdo [6]. Estes metais podem agir como
mimetizadores de metais essenciais, ligando-se a locais que estdo naturalmente reservados a
estes Ultimos. Dois exemplos tipicos sdo o cadmio e o niquel, que tém a capacidade de
mimetizar o zinco, um metal essencial. Muitos destes metais apresentam ainda propriedades
carcinogenicas. Isto deve-se ao facto de conseguirem provocar modificacdes oxidativas de
biomoléculas, como o ADN, devido a capacidade que apresentam de agir como centros
cataliticos para reacdes de oxirreducdo com o oxigénio molecular ou outros oxidantes
enddgenos [6].

Estes elementos potencialmente tdxicos podem ser incorporados no alimento nas
varias etapas pelas quais este passa até ser ingerido pelo ser humano, como a producéo, a
colheita, o processamento, 0 empacotamento, o transporte, a comercializacdo e por fim o
consumo [7]. Podem também chegar aos alimentos através da sua bioacumulacéo ao longo
da cadeia alimentar, que pode ocorrer devido a diversos fatores [8]. Fendmenos da natureza,
como a chuva e o vento, podem provocar a erosao das rochas e minérios, libertando materiais
contendo os elementos metalicos que, posteriormente, podem ser transportados e depositados
no solo, no ar ou na agua, onde podem interagir com o ecossistema envolvente e ser
absorvidos pelas espécies existentes, tanto animais como vegetais, e consequentemente

iniciar um ciclo de contaminagdo na cadeia alimentar. A atividade industrial contribui



também para a distribuicdo dos metais pelo meio ambiente, assim como a utilizacdo de
determinados fertilizantes que podem conter metais indesejaveis na sua composicao [5],[6].

De forma a prevenir que ocorram contaminacdes alimentares provocadas por estes
elementos, podem ser tomadas certas medidas, como garantir o controlo de qualidade dos
alimentos, determinar quais as fontes de contaminacdo e aplicar legislagdo que permita

controlar os niveis de contaminantes existentes nos alimentos [3],[9].

1.2 Legislacao

Os Estados-membros da Unido Europeia tém estabelecidos programas que permitem
controlar a qualidade dos géneros alimenticios bem como verificar se estes respeitam 0s
requisitos da lei em vigor.

O documento juridico que fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes
nos géneros alimenticios é o Regulamento (CE) N° 1881/2006 da Comissdo Europeia, de 19
de dezembro de 2006 [10]. Este regulamento tem como finalidade proteger a sade publica e
como tal apresenta informacdo relativa aos niveis a que 0s contaminantes podem estar
presentes, de forma a poderem ser aceites do ponto de vista toxicoldgico. E também referido,
gue nos casos dos contaminantes considerados cancerigenos ou em que certos grupos da
populacdo estejam expostos a doses superiores as admissiveis, se devem definir os teores
méaximos de forma a serem tao baixos quanto o razoavelmente possivel.

Na seccdo 3 dos anexos presentes no regulamento, encontram-se fixados os teores
maximos em mg/kg de cadmio e chumbo admissiveis em diversos géneros alimenticios [10].

Atualmente, encontra-se em vigor para os teores maximos de cadmio presentes em
alimentos, o Regulamento N° 488/2014 da Comissdo Europeia de 12 de maio de 2014, que
altera 0 Regulamento (CE) N° 1881/2006 estabelecendo novos teores maximos deste
elemento metalico, tendo em conta desenvolvimentos recentes [11].

Encontra-se também em vigor o Regulamento (UE) 2015/1006 da Comissao Europeia
de 25 de junho de 2015 que altera 0 Regulamento (CE) 1881/2006 no que diz respeito aos

teores maximos de arsénio na forma inorgénica nos géneros alimenticios [12].

1.3 Arsénio

O arsénio é um semimetal que é encontrado no meio ambiente como resultado de

ocorréncia natural ou da atividade humana. A principal fonte de exposicdo para a populacéo



é a alimentacgdo, especialmente através de alimentos como cereais e produtos a base de
cereais, algas, arroz e produtos a base de arroz, peixe e vegetais [13],[14].

O arroz e produtos a base de arroz sdo precisamente os unicos tipos de produtos para
0s quais 0 Regulamento (EU) 2015/1006 estabelece limites maximos de arsénio, que se
apresentam na Tabela 1.1. [12]. Este regulamento estabelece limites maximos para o arsénio
na forma inorgénica pois estas formas sdo mais toxicas que as formas organicas. No entanto,
face a menor disseminacdo de técnicas capazes de efetuar a monitorizacdo de teores de
espécies de arsénio, o Regulamento (EU) 2016/582 define que, para efeitos de rastreio para
o controlo dos teores de arsénio na forma inorganica, os métodos de analise existentes para o
arsénio total demonstram-se apropriados, pois se o valor obtido para o arsénio total for
inferior ao teor maximo estabelecido para o arsénio inorganico, a amostra é considerada
conforme de acordo com os valores regulamentados [15].

Este semimetal foi considerado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancro (IARC) como agente cancerigeno e a ingestdo prolongada pode provocar efeitos
graves no ser humano, sendo os mais frequentes as lesdes cutaneas, cancro da bexiga, pulmao
e pele, neurotoxicidade, doencas cardiovasculares e um metabolismo anormal da glicose [16].

A Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) em
parceria com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu para o arsénio um valor
de ingestdo semanal toleravel provisério (PTWI) de 15ug/kg de peso corporal. Contudo,
dados mais recentes afirmam que exposi¢cdes a doses mais pequenas de arsénio estdo
relacionadas com casos de cancro do pulmdo, da pele e da bexiga, e como tal este valor deixou

de ser apropriado e novas avaliacdes com dados mais recentes estéo a ser efetuadas [13],[17].

Tabela 1.1 - Teores maximos de arsénio na forma inorganica admissiveis em géneros
alimenticios [12]

Géneros alimenticios Teores maximos de arsénio (mg/kg)
Arroz branqueado néo estufado (arroz polido 0.20
ou branco)
Arroz estufado e arroz descascado 0,25
Waffles de arroz, wafers de arroz, biscoitos
de arroz e bolos de arroz 0,30
Arroz para a producdo de alimentos 0.10

destinados a lactentes e criangas jovens




1.4 Cadmio

A alimentacdo ¢é a principal fonte de exposi¢do ao cadmio para a popula¢do nédo
fumadora. Este metal pode sofrer bioacumulagdo em plantas e animais, acabando por entrar
na cadeia alimentar e acumular-se no organismo, especialmente nos rins, figado e 0ssos,
6rgéos onde o cadmio exerce maior toxicidade aquando de uma exposicao a longo prazo [18].
Para além destes efeitos, o cadmio foi também considerado como agente cancerigeno pela
IARC [16].

A EFSA, em 2009, estabeleceu para este metal uma ingestdo semanal toleravel (TWI)
de 2,5ug/kg de peso corporal. Em 2010 este valor foi reavaliado por uma comitiva constituida
por elementos da FAO e da OMS e acabou por ser mantido, de forma a garantir a protecdo
da populacdo em geral, mas em especial de subgrupos que podem estar mais expostos, as
criangas, 0s vegetarianos e pessoas que vivem em areas contaminadas [19],[20].

Na Tabela 1.2 apresentam-se os teores maximos de cddmio em alimentos, fixados
pela Unido Europeia, segundo o regulamento N° 488/2014 da Comisséo Europeia de 12 de
maio de 2014 [11].



Tabela 1.2 - Teores maximos de cddmio admissiveis em géneros alimenticios [11]

Géneros alimenticios

Teores maximos
de cadmio (mg/kg)

Produtos horticolas e frutos, com excecao de raizes e tubérculos, produtos

horticolas de folha, plantas aromaticas frescas, couves de folha, produtos 0,050
horticolas de caule, cogumelos e algas
Raizes e tubérculos (exceto aipo-rabano, pastinagas, salsifis e rabanos), 0.10
produtos horticolas de caule (com excecdo de aipos).
Produtos horticolas de folha, plantas aromaticas frescas, couves de folha,
aipos, aipo-rabano, pastinagas, salsifis e os seguintes cogumelos: Agaricus 0.20
bisporus (cogumelo comum), Pleurotus ostreatus (pleuroto) e Lentinula
edodes (“shiitake”)
Cogumelos, com excecdo dos referidos anteriormente 1.0
Graos de cereais, com excec¢do de trigo e arroz 0.10
Gréos de trigo, grdos de arroz e gréos de soja 0.20
Carne (com excecdo de miudezas) de bovino, ovino, suino e aves de capoeira 0.050
Carne de cavalo, com excecdo de miudezas 0.20
Figado de bovino, ovino, suino, aves de capoeira e cavalo 0,50
Rim de bovino, ovino, suino, aves de capoeira e cavalo 1.0
Parte comestivel do peixe, com excecao das espécies referidas em outros 0.050
pontos
Parte comestivel dos seguintes peixes: carapau (espécie Scomber), atum
(espécies Thunnus, Katsuwonus pelamis, Euthynnus) e Sicyopterus 0.10
lagocephalus
Parte comestivel dos seguintes peixes: judeu (espécie Auxis) 0.15
Parte comestivel dos seguintes peixes: biqueirdo (espécie Engraulis) espadarte 0.95
(Xiphias gladius) sardinha (Sardina pilchardus)
Crustaceos: musculo dos apéndices e do abdémen. No caso dos caranguejos e 0.50
crustaceos similares (Brachyura e Anomura), a parte comestivel dos apéndices
Moluscos bivalves 1.0
Cefalépodes (sem visceras) 1.0
Férmulas para lactentes e férmulas de transi¢do
— Formulas em po6 fabricadas a partir de proteinas ou hidrolisados de
proteinas do leite de vaca 0,010
— Férmulas liquidas fabricadas a partir de proteinas ou hidrolisados de 0,005
proteinas do leite de vaca 0,020
— Fo6rmulas em po6 fabricadas a partir de isolados de proteina de soja ou de 0,010
uma mistura destes com proteinas do leite de vaca
— Férmulas liquidas fabricadas a partir de isolados de proteina de soja ou de
uma mistura destes com proteinas do leite de vaca
Alimentos a base de cereais transformados e alimentos para bebés destinados 0.040
a lactentes e criancas jovens
Suplementos alimentares, com excec¢do dos referidos no ponto seguinte 1.0
Suplementos alimentares que consistam exclusiva ou principalmente em algas 30

secas, produtos derivados de algas ou moluscos bivalves secos




1.5 Crémio

O crémio é um metal que ocorre naturalmente, surgindo em rochas, no solo e em
gases vulcanicos. Este elemento metélico pode existir em diferentes estados de oxidag&o,
predominando os estados trivalente Cr(lll) e os hexavalente Cr(VI1). O Cr(lll) é a forma que
esta presente em diversos alimentos, especialmente em vegetais e é considerado um nutriente
essencial pois auxilia no metabolismo normal da glicose e de certas proteinas. O Cr(VI) surge
normalmente devido a processos industriais e pode estar presente na dgua potavel que pode
ser utilizada para confecionar certos alimentos, como cafe, infusdes, sopas e alimentos secos
para bebés, duplicando a exposi¢do ao Cr(V1).

Especialistas da EFSA, apds varios estudos efetuados, estabeleceram para o Cr(lll)
um valor de ingestdo diaria toleravel (TDI) de 0,3 mg/kg de peso corporal, valor que nao
suscita preocupacdes para a saude publica, pois a exposicéo a este metal em todas as faixas
etarias esté abaixo deste valor [21].

Porém, a utilizacdo de agua que pode conter Cr(VI1) na preparacdo de determinados
alimentos levanta preocupagdes pois a IARC classificou os compostos com Cr(VI) como
cancerigenos para os seres humanos, com relagdo particular com o cancro dos pulmdes.
Contudo a EFSA ainda ndo tem dados suficientemente confidveis que permitam quantificar

o valor maximo admissivel de Cr(VI) nos alimentos [16].

1.6 Chumbo

O chumbo é um metal que ocorre naturalmente no ambiente e através de atividades
humanas, como a mineragdo e atividade industrial. Os seres humanos estdo expostos ao
chumbo através da agua, solo, poeiras e alimentacgdo, sendo esta Ultima a principal fonte de
exposi¢do, nomeadamente atraves de alimentos como os cereais e legumes.

O chumbo é considerado tdxico para os seres humanos, sendo o principal alvo o
sistema nervoso central. Pode também afetar as fungdes cognitivas e ter efeitos negativos a
nivel cardiovascular quando se trata de criancas. Este metal é ainda considerado pela IARC
como provavelmente cancerigeno para os seres humanos [16].

Especialistas da FAO e da OMS estabeleceram um valor de ingestdo semanal
toleravel provisorio (PTWI) de 25 pg/kg de peso corporal. Contudo a EFSA considera que
este valor ja ndo é apropriado e impera a necessidade de calcular novas margens de exposi¢ao

a este metal [22].



Na Tabela 1.3 apresentam-se os teores maximos de chumbo em alimentos fixados
pela Unido Europeia, segundo o regulamento N° 1881/2006 da Comissao Europeia, de 19 de
dezembro de 2006 [10].

Tabela 1.3 — Exemplos de teores maximos de chumbo admissiveis em géneros alimenticios
[10]

, . L Teores maximos de
Géneros alimenticios

chumbo (mg/kg)

Leite cru, leite tratado termicamente e leite para fabrico de produtos 0.020

lacteos ’

Férmulas para lactentes e formulas de transi¢éo

- Comercializadas em forma de p6 0,050
- Comercializadas em forma liquida 0,010
Carne (com excecao de miudezas) de bovino, ovino, suino e aves de 0.10

capoeira ’
Miudezas de bovino, ovino, suino e aves de capoeira 0,50
Parte comestivel do peixe 0,30
Crustaceos 0,50
Moluscos e bivalves 1,50
Cefal6podes 0,30
Cereais e leguminosas 0,20

Produtos horticolas, com excegdo de couves de folha, salsifis,
produtos horticolas de folha e plantas aromaticas frescas, cogumelos, 0,10
algas e frutos horticolas
Couves de folha, salsifis, produtos horticolas de folha excluindo

ervas aromaticas frescas e os seguintes cogumelos: Agaricus bisporus 0.30

(cogumelo comum), Pleurotus ostreatus (pleuroto), Lentinula edodes ’

(«shiitake»)
Frutos, com excecdo de bagas e frutos pequenos 0,10
Bagas e frutos pequenos 0,20
Oleos e gorduras, incluindo a matéria gorda do leite 0,10
Sumos de frutos, sumos de frutos concentrados reconstituidos e

néctares de frutos 0.05
- Exclusivamente de bagas e outros frutos pequenos 0: 03

- De frutos com excecéo de bagas e outros frutos pequenos
Vinho (incluindo vinho espumante, com exce¢éo do vinho licoroso),
sidra, perada e vinho de frutos 0,15
- Produtos provenientes das colheitas de frutos a partir de 2016
Vinho aromatizado, bebidas aromatizadas a base de vinho e cocktails
aromatizados de produtos vitivinicolas 0,15
- Produtos provenientes das colheitas de frutos a partir de 2016
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1.7 Niquel

O niquel é um metal que ocorre naturalmente, e a sua presenca em alimentos, com
principal incidéncia nos vegetais, surge tanto por fatores naturais como resultado de
atividades humanas, geralmente por fontes industriais e tecnolégicas.

A exposicdo ao niquel pode provocar reacdes alérgicas e efeitos nos sistemas
gastrointestinal, neuroldgico, hematolédgico e imunoldgico. Para além disto, o niquel foi ainda
considerado pela IARC como agente cancerigeno, podendo causar cancro do pulmao e da
cavidade nasal [16].

Depois de concluidos os estudos realizados pela EFSA, foi estabelecido um valor de
ingestdo diaria toleravel (TDI) de 2,8 pg/kg de peso corporal. Este valor levou a EFSA a
concluir que a atual exposicao dietética ao niquel é preocupante para a populacdo em geral,
pois normalmente os valores de exposi¢do séo superiores.

Apesar das preocupaces existentes atualmente devido a exposi¢do a este metal, ainda
nado existem na Unido Europeia valores maximos para a concentracdo de niquel nos alimentos
[23].

1.8 ALS Controlvet

A ALS Controlvet iniciou a sua atividade em margo de 1999 como Controlvet
Seguranca Alimentar, e integra desde 2015 o grupo ALS, lider global no fornecimento de
servicos técnicos e de anélises laboratoriais.

A ALS Controlvet € uma empresa que apresenta como missdo a continua promog¢ao
da seguranca alimentar e protecdo ambiental como base de bem-estar e progresso de toda a
envolvente. A empresa encontra-se situada na zona industrial de Tondela, Viseu e as suas
instalacGes podem ser observadas na Figura 1.1.

Esta empresa conta com uma equipa de especialistas nas mais diversas areas do setor
alimentar e ambiental, garantindo assim a qualidade dos servigos prestados, baseados na
competéncia da mesma a qual se juntam a adequacdo dos métodos utilizados e a continua
atualizacdo de procedimentos e equipamentos.

O crescimento da ALS Controlvet ao longo dos anos é notdrio, e tem sido baseado na
solidez empresarial que apresenta, bem como na capacidade de gerar relacGes de confianca

com os seus clientes.
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Atualmente a ALS Controlvet integra a vasta rede de laboratorios acreditados pelo
Instituto Portugués de Acreditacdo (IPAC) e possui mais de 200 métodos de ensaio
acreditados [24].

Figura 1.1- Instalagdes da ALS Controlvet
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2 - Espetrometria de massa com plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS)

A determinacdo em alimentos dos elementos metalicos em estudo pode ser efetuada
Com recurso a Varias técnicas, como a espetrometria de absorcdo atomica com camara de
grafite (GFAAS) [25-28] espetrometria de emissdo atomica com plasma acoplado
indutivamente (ICP-AES) [29-32] e espetrometria de massa com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) [33-36].

Quando se pretende escolher a técnica mais indicada a uma determinada analise, a
escolha deve ter em atencdo fatores como a capacidade de detecédo, facilidade do uso,
velocidade da analise e o custo da mesma.

As técnicas ICP-AES e ICP-MS tém a vantagem de permitir a analise simultanea de
varios elementos, tornando-as vantajosas na analise de varios elementos em alimentos, em
relacdo a técnica GFAAS, que ndo o permite. No que respeita a capacidade de dete¢do o ICP-
MS e a GFAAS sdo vantajosas em relacdo a ICP-AES. Assim, pode-se afirmar, que apesar
do custo elevado que apresenta, o ICP-MS € a técnica de eleicdo para o objetivo proposto
[37].

A espetrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) é
atualmente uma das técnicas analiticas mais sensiveis e vantajosas na analise elementar numa
ampla gama de matrizes.

Esta técnica, para além de conseguir determinar concentracdes na gama dos ppb,
permite também analisar simultaneamente cerca de 70 elementos, bem como 0s is6topos
individuais destes elementos que estejam presentes na amostra em analise [38],[39]. Para
além de ser vantajosa devido a apresentar baixos limites de dete¢do para uma grande parte
dos elementos, possui também um alto grau de seletividade que permite obter uma resposta

Unica para o elemento em estudo e ainda uma razoavel precisao e exatidao [40].
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A Figura 2.1 mostra 0 modelo de ICP-MS utilizado ao longo do trabalho

experimental, bem como as suas principais componentes.

Lentes idnicas Detetor

Sistema de )
introducéo Filtro de
da amostra massa de

guadrupolo

\ Sistema de

Vacuo

Céamara de
pulverizagdo

Gerador de

radiofrequéncia Zona de interface

Figura 2.1 - ICP-MS Agilent 7900 e principais componentes [41]

2.1 Principio do método

Nesta técnica, no equipamento mais vulgarizado, a introducéo da amostra no plasma
é feita com recurso a uma bomba peristaltica, um nebulizador e uma cdmara de pulverizacao.
A bomba peristaltica bombeia a solugdo em direcdo ao sistema de introducdo de amostra,
permitindo também o controlo do fluxo da solugdo. Seguidamente a solugdo da amostra passa
no nebulizador, onde é convertida num aerossol com recurso a um fluxo de argon,
denominado gas de arraste.

O aerossol aqui formado passa através de uma camara de pulverizacdo de dupla
passagem, onde as goticulas sdo separadas de acordo com as suas dimensdes, sendo as
maiores removidas através da colisdo com as paredes da cadmara de pulverizagdo. O excesso
de solucdo que se forma na cdmara de pulverizacdo é removido pelo canal de drenagem da
bomba peristaltica, evitando que esta fique cheia. Este processo encontra-se representado

esquematicamente na Figura 2.2 [41],[42].
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Figura 2.2 — Representacao esquematica do sistema de introducéo de amostra em
ICP-MS utilizando a cdmara de pulverizacdo de dupla passagem e o nebulizador
[41]

Nesta fase do processo é também utilizado um refrigerador, que permite arrefecer a
camara de pulverizacdo, levando a um controlo preciso da temperatura dentro da mesma, e
consequentemente & obteng&o de sinal muito estavel [41],[43].

O aerossol que sai da camara de pulverizacdo é diretamente enviado para o tubo do
injetador presente na tocha. Esta é constituida por trés tubos concéntricos de quartzo, pelos

quais passa argon, como mostrado na Figura 2.3.

e Campo de
- _ o
/;\ O\ O\ ™ radiofrequéncia

Gés auxiliar ¢ fﬁ*&—fiﬁ?‘—?“ﬂ B | -)_//--— \
Gas de . am TR —
arraste b

+// < Campode
Gas de refrigeragio V radiofrequéncia

Espiral de cobre

Figura 2.3 — Representacao esquematica de uma tocha de ICP [41]

Na parte superior da tocha encontra-se uma espiral de cobre que é sujeita a uma

radiofrequéncia gerando um campo eletromagnético. E devido a este campo que os eletrdes
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formados na ignig¢do do plasma, provocada por uma descarga elétrica, sdo acelerados até
colidirem com os 4tomos de &rgon que atravessam a tocha. Como resultado destas colisdes
ocorre a producdo de iGes Ar* e eletrbes livres.

A formagdo do plasma ocorre devido ao aumento do nimero de 4&tomos de argon
ionizados, que sdo resultantes da existéncia de colis6es adicionais.

O plasma consegue atingir temperaturas de 5000 a 10000K, tornando-se uma eficiente
fonte de ionizacdo, facilitando também o processo de evaporacgdo do aerossol e a consequente
ocorréncia da dissociacdo, atomizacdo, ionizacdo e excitacdo dos atomos e ides. Ocorre a
formacao de ides do tipo M* [41],[42].

Apo6s a formacdo de ides, da-se a extracdo dos mesmos para a zona de interface, que
tem como funcdo transportar estes ides de forma eficiente até ao espetrometro de massa. Esta
zona é considerada a mais critica de todas as partes constituintes do ICP-MS devido as
diferentes pressdes existentes, pois a tocha encontra-se a pressdo atmosférica enquanto que o
espetrometro de massa funciona em alto vacuo, com uma pressio normalmente de 107 torr.

A interface é constituida por dois cones metalicos, denominados sampler e skimmer,
como é visivel na Figura 2.4. Quando chegam a zona de interface os iGes formados no plasma
passam pelo primeiro cone existente, o sampler, e seguidamente pelo skimmer, que apresenta
dimensGes mais reduzidas e um orificio também mais pequeno que o do sampler. Depois de
passarem pelo skimmer os ibes sdo, através de lentes idnicas, direcionados para o analisador

de massa, onde sdo separados de acordo com a sua razdo massa/carga [39],[42].

Plasma

Lentes i6nicas
\ -

Cone skimmer

Cone sampler

Figura 2.4 - Representacdo esquematica da zona de interface [41]
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O analisador de massa mais comum €é o de quadrupolo, representado
esquematicamente na Figura 2.5. Um filtro de massa de quadrupolo é constituido por quatro
hastes metélicas hiperbdlicas com o mesmo comprimento e didmetro, dispostas
paralelamente. As quatro hastes funcionam como um filtro de massa onde sdo aplicados
campos de corrente continua e alternada em pares opostos, permitindo que para cada
conjugacdo de campos aplicados apenas passem pelo centro do quadrupolo, ifes com uma
determinada raz&o massa/carga, atingindo seguidamente o detetor. Os i0es que ndo tenham

uma razdo/massa carga de interesse sdo instaveis e acabam por colidir com as hastes [42].

10es mais leves

Campos de Detetor
corrente continua
e radiofrequéncia

16es com razdo
m/z adequada

<

I16es mais pesados

Figura 2.5 - Esquema representativo de um filtro de massa de quadrupolo [41]

Apbs passarem pelo filtro de massa de quadrupolo, os ifes chegam ao detetor,
frequentemente, do tipo multiplicador de eletrBes, apresentado na Figura 2.6. O multiplicador
de eletrBes é constituido por diversos dinodos com tensdes aplicadas sucessivamente mais
positivas. Aquando da colisdo dos ifes com o primeiro dinodo é formada uma cascata de
eletrdes, que vai aumentando conforme os eletrGes vao atingindo sucessivamente 0s varios
dinodos. Depois de passarem por todos os dinodos, os eletrbes atingem o coletor que
determina o nimero de eletrdes gerados para cada um dos valores de m/z, obtendo assim um
sinal elétrico. Este sinal € processado informaticamente e permite determinar o teor do

elemento em estudo na amostra [41],[42].
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Dinodos l

Simal
elétrico

Figura 2.6 - Esquema representativo de um detetor do tipo multiplicador de eletrdes
[41]

2.2 Interferéncias

As interferéncias sdo um aspeto crucial no ICP-MS, pois muitas vezes determinam as
etapas de preparacdo da amostra, bem como a metodologia a ser utilizada numa analise. Mas,
para tal ocorrer € necessario que haja um conhecimento prévio das mesmas [42].

As interferéncias que podem ocorrer dividem-se em duas categorias, espectrais e ndo

espectrais.

2.2.1 Interferéncias espectrais

Este tipo de interferéncias ocorre quando um ido do analito apresenta o0 mesmo valor
de m/z que um ido presente no plasma.

Estas interferéncias podem ser divididas em quatro categorias: formacédo de ides com
dupla carga, formacdo de 6xidos e hidroxidos, formacdo de isobéaricas e formacdo de iGes

poliatomicos [44].

Formacéao de ides com dupla carga

Este fendbmeno ocorre quando ha formacdo de ides M*™*, o que se deve essencialmente
ao baixo potencial de segunda ionizacdo que alguns elementos apresentam. Como
consequéncia o sinal dos elementos analisados € reduzido e da-se a formagéo de um falso

sinal nas massas iguais a metade da massa do elemento em analise [42].
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Formacéao de 6xidos e hidroxidos

Este tipo de interferéncia engloba os Oxidos e hidroxidos que podem ser formados
pela matriz, pelo analito, pelo solvente ou pelos gases do plasma, sendo as interferéncias mais
graves resultantes dos componentes da matriz e do analito.

Como os ibes MO* e MOH" podem ser formados por um grande nlimero de espécies,
existe um forte possibilidade de ocorrer sobreposigéo dos picos de um dos ides dos analitos

em analise com um pico destas espécies [39],[42].

Formacdao de isobaricas

Este tipo de interferéncia ocorre devido a formacdo de ides com a mesma m/z, mas
provenientes de isétopos de elementos diferentes.

Como é comum encontrar-se na natureza os elementos nos seus varios isotopos, torna-
se entdo bastante frequente encontrar no espetro ides de elementos diferentes que apresentem

a mesma m/z [38].

Formacéo de ides poliatomicos

Este é o tipo de interferéncia mais comum em analise de rotina e também o mais
problematico. Este fendmeno ocorre no plasma, e é resultado de interagdes entre espécies
existentes neste e espécies existentes na matriz ou mesmo provenientes da atmosfera.
Consequentemente, ocorre a formacao de diversos iGes moleculares, que ao embaterem no
detetor, o seu sinal surge como sendo de uma massa que na verdade é a soma de dois atomos
provenientes das espécies anteriormente referidas [40].

O exemplo mais comum é o **CI*°Ar que pode produzir um sinal falso para o "°As
[45].

2.2.1.1 Célula de colisao

A utilizacéo de células de coliséo é considerado o método preferencial para a remocéo
das interferéncias espectrais, especialmente as poliatdbmicas.

Este método atenua as interferéncias poliatomicas utilizando para tal um gas néo
reativo, como por exemplo hélio, e um processo denominado de discriminacdo de energia
cinética. Este processo leva em consideracdo o facto de os ides poliatdbmicos apresentarem
um tamanho superior aos outros ides que tem a mesma massa. Como consequéncia 0s i6es
poliatdbmicos colidem mais frequentemente com o hélio aquando da passagem pela célula de

colisdo, fazendo com que tenham uma energia residual menor. Contudo, para que a diferenca
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de energia residual entre os ides poliatomicos e os ides em analise seja suficientemente
elevada ao ponto de conseguir que a sua separacdo ocorra, é necessario que ocorra um grande

numero de colisdes, como é possivel de observar na Figura 2.7 [46],[47],[48].

Bt Coliséo

% '%m@
OO \He

@ . D ® '@ ’ i

|
O e o) -
O O Quadrupolo

©)

y

v

Célula de colisao

Figura 2.7 - Esquema representativo da colisdo de He com a molécula “°Ar®Cl na célula de
colisdo [41]

2.2.2 Interferéncias ndo espectrais

Este tipo de interferéncias também pode ser chamado de efeitos de matriz e englobam
as interferéncias causadas por efeitos fisicos, por efeitos de memdria e por efeitos de carga

espacial.

Efeitos fisicos

Este tipo de interferéncia pode ocorrer devido a transmissao de iGes atraves da regido
de interface, bem como aos processos de nebulizagéo e transporte de amostras para o plasma.
Estes processos podem ser afetados se ocorrerem alteracGes na tensdo superficial e na
viscosidade causadas por um determinado componente da matriz. Consequentemente, podem
ocorrer mudangas na composi¢do da matriz que originam problemas na obtencdo do sinal,

como a supressdo do mesmo [38],[49].

Efeitos de memoria
Este efeito ocorre quando na amostra em analise existe uma contribuicdo de is6topos

dos elementos existentes na amostra analisada anteriormente. Isto ocorre quando ha
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deposicdo de amostras no sistema de introdugdo de amostras, nos cones existentes na
interface, no plasma e na cdmara de pulverizacéo.
De forma a eliminar este efeito é necessario que o periodo de lavagem entre amostras

seja suficientemente longo [38],[49].

Efeitos de carga espacial

O efeito de carga espacial ocorre na zona de interface, mais especificamente entre o
skimmer e as lentes ionicas, e deve-se a repulsdo eletrostatica existente nessa regido. Este
efeito é mais notado quanto maior for a massa atomica do interferente e menor a massa
atomica do analito.

Este efeito provoca um desvio na trajetdria dos ibes mais leves, alterando a eficiéncia
da transmisséo destes para o analisador de massas.

A maneira mais comum de tentar reduzir este efeito é aplicando tensdes nas lentes
ionicas, de forma a tentar orientar eficientemente os ides do analito para o analisador de

massas [42].

2.2.2.1 Padrao interno

A utilizacdo de um padrdo interno é muito Util para corrigir as interferéncias fisicas.
Para que a corre¢do seja efetiva, é necessario que o padrdo interno seja 0 mais possivel
semelhante ao analito, de forma a que ambos sejam afetados de forma idéntica pelas
mudancas da matriz [38],[49].

O método do padréo interno consiste na adi¢do de uma quantidade constante de um
ou mais elementos escolhidos a todas as amostras, brancos e padrfes de calibracdo a serem
usados numa andlise. O padréo interno deve respeitar determinadas condigdes. Como tal, é
necessario que apresente propriedades quimicas e fisicas analogas as do analito e que apenas
esteja presente nas amostras numa quantidade que no influencie o sinal obtido. E ainda
necessario que tanto o analito como o padrdo interno sejam influenciados na mesma

proporcao pelos erros existentes [39].

23






Capitulo 3

Validac&o de metodos analiticos






3 - Validac&o de metodos analiticos

Para ser possivel dar um resultado como valido é necessario que este satisfaca certos
requisitos de qualidade que sdo exigidos [50].

O laboratdrio pode desenvolver um novo método de ensaio ou procurar métodos
normalizados que apresentem caracteristicas adequadas ao objetivo do laboratorio. Os
métodos normalizados sdo métodos que ja foram convenientemente validados e sdo aceites
pela comunidade laboratorial, estando sempre sujeitos a uma atualizagdo periodica. Apesar
de ja serem validados, quando um laboratorio adota um destes métodos é necessario que todos
0s parametros essenciais de validacdo sejam verificados de forma a confirmar a
adequabilidade aos fins pretendidos pelo laboratdrio e continuar até satisfazer os requisitos
exigidos [51].

Todo este processo, que engloba a verificacdo da adequabilidade do método e a

verificacdo das suas caracteristicas de desempenho, constitui a validagdo do método.

3.1 Parametros de validacao

Os requisitos minimos para a validacdo de um método analitico incluem os
seguintes parametros: gama de trabalho e linearidade, limiares analiticos, seletividade e

especificidade, preciséo, exatiddo e incertezas [51],[52].

3.1.1 Gama de trabalho / Linearidade

Para qualquer metodo é necessario comecar por estabelecer a gama de concentragdes
do analito para as quais este pode ser aplicado. Esta gama ¢ definida como um intervalo entre

a menor e maior concentracdo de um analito numa determinada amostra, onde foi
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comprovado que a sensibilidade permanece constante e o método apresenta niveis de
precisdo, exatiddo e linearidade adequados.

A analise da gama de trabalho pode tornar-se desnecessaria quando esta esta
referenciada em bibliografia reconhecida. Contudo, em rotina é sempre necessario analisar a
linearidade da curva de calibracdo através da representacdo gréfica desta, juntamente com a
analise do coeficiente de correlacdo. Em analise quimica, o coeficiente de correlagdo deve ter

um valor superior a 0,995 [51].

3.1.2 Limiares analiticos

O caélculo do limite de detecdo (LD) e do limite de quantificacdo (LQ) tem elevada
importancia, pois permite tracar os limiares analiticos que é possivel alcan¢ar com 0 método
que se pretende utilizar.

O limite de detecdo (LD) é definido como a menor quantidade de analito presente
numa amostra que pode ser detetada com uma determinada certeza estatistica. Ou seja, o LD
corresponde a mais pequena quantidade de analito numa amostra que pode ser detetada, mas
ndo obrigatoriamente quantificada com um rigor pré-definido.

Este valor pode ser calculado com base na equacgdo 3.1, onde X, representa a media
dos valores medidos para uma série de brancos, normalmente 10 determinacdes
independentes, e S, representa o desvio padréo associado a X,,. O fator 3,3 é estabelecido para

um nivel de confianca de cerca de 99,7%.

LD = X, + 3.3S, (3.1)

O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor concentracdo medida a partir da
qual é possivel quantificar o analito, com uma determinada exatiddo e precisdo.
Normalmente, a nivel pratico, corresponde ao padrdo de calibragdo de menor concentracéo.

Este valor pode ser calculado com base na equacdo 3.2, onde X, representa a media
dos valores medidos para uma série de brancos, normalmente 10 determinagdes

independentes, e S, representa o desvio padrdo associado a X, [51].
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3.1.3 Seletividade e especificidade

E de elevada importancia garantir que o sinal que se obtém para um determinado
analito se deve apenas a esse analito e ndo a presenca de interferentes. Para tal, é necessario
garantir que o método ¢é seletivo e especifico.

A seletividade é a capacidade que o método apresenta de identificar e distinguir um
analito em misturas complexas, sem a ocorréncia de interferéncia de outros componentes.

A especificidade ocorre quando o método tem a capacidade de discriminar o analito
relativamente a outras substancias, isto €, assegura que a grandeza medida resulta apenas do
analito em estudo [53].

Assim sendo, um método é considerado especifico e seletivo quando a realizacdo de
testes de recuperacao resulta em taxas de recuperacao proximas de 100% [51].

A percentagem de recuperacdo de uma amostra é calculada através da expressao 3.3:

(3.3)

) _ (Camostra fortificada — Camostra)

Recuperacido (% x 100

Cesperada

3.1.4 Precisao

A precisdo avalia a dispersao de resultados entre ensaios independentes, que sdo, em
condicdes definidas, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes,
permitindo assim avaliar a capacidade que o método apresenta de repetir e reproduzir os
resultados obtidos para uma mesma amostra ou padrdo. Esta pode ser avaliada através da
repetibilidade, da reprodutibilidade e da precisao intermédia [54].

A repetibilidade expressa a precisdo de um método efetuado em condigdes idénticas
e num curto intervalo de tempo, sendo que estas condi¢bes devem ser mantidas tao estaveis
quanto possivel. Alguns exemplos dessas condigdes sdo: mesmo laboratdrio, mesmo analista,
mesmo equipamento e mesmos reagentes.

A repetibilidade pode ser determinada através de ensaios intralaboratorias, sendo
necessaria a realizagdo de pelo menos 10 ensaios sobre a mesma amostra ou padrdes. Atraves
de ensaios interlaboratoriais, em que séo alteradas todas as condi¢des de medida é avaliada a
denominada reprodutibilidade.

A diferenga absoluta obtida entre dois ensaios efetuados em condigdes de
repetibilidade deve manter-se abaixo do limite de repetibilidade (r), determinado para um
nivel de confianga de 95% [51].
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O limite de repetibilidade, para um nivel de confianca de 95%, € obtido segundo a
equacdo 3.4, onde, 2,8 é um valor tabelado de t de student e S,; representa o desvio padrdo

da repetibilidade associada aos resultados obtidos.
3.4
r=2,8 ’Srzl- 34

E também importante considerar o coeficiente de variacdo da repetibilidade (CV,),

que é calculado através da equacdo 3.5, onde X representa a media dos valores considerados.

(3.5)

A precisdo intermédia define-se como sendo uma situacdo intermédia entre a
repetibilidade e a reprodutibilidade, sendo também considerada a medida de precisdo que

melhor representa a variabilidade dos resultados obtidos num laboratério.

A precisdo intermédia € avaliada através da realizacdo de ensaios intralaboratoriais,
utilizando o mesmo método sobre a mesma amostra ou padréo, tendo sempre em atencdo que
é necessario definir qual a condicdo ou condi¢des que se pretendem variar, sendo que estas

podem ser as épocas em que efetuam as analises, 0 equipamento utilizado ou o analista [51].

3.1.5 Exatidao

A exatiddo de um método permite avaliar a concordancia entre o valor obtido num
ensaio e o valor de referéncia aceite como verdadeiro.

A exatiddo de um método pode ser avaliada através dos seguintes processos: materiais
de referéncia certificados (MRC), ensaios interlaboratoriais (EIL) e testes comparativos.

Os MRC, sempre que possivel, devem ser usados pelos laboratérios na validacéo de
um método, visto serem considerados uma ferramenta importante de validagdo e controlo de
qualidade. Estes materiais apresentam um valor de concentracdo bem definido, bem como
uma incerteza associada ao mesmo.

A avaliagdo dos resultados obtidos através da analise de MRC pode ser feita através

de varios critérios, como o erro relativo ou o fator de desempenho, denominado Z-score.
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Outra forma de avaliar a exatiddo é através de EIL, mais precisamente ensaios
interlaboratoriais de aptiddo que permitem avaliar o desempenho dos laboratérios
participantes.

A avaliacdo do desempenho do laboratério € normalmente feita determinando o Z-
score. Este é determinado pela equacdo 3.6, onde o X;,;, representa o valor obtido pelo
laboratdrio, 0 X,, o valor aceite como verdadeiro e o S o desvio padrdo da média obtida pelos
laboratorios participantes no EIL (apos rejeicdo de outliers).

_ (Xlab - Xv) (36)
Z= "t

O desempenho dos laboratdrios participantes é avaliado segundo a seguinte escala de
pontuacao:

|Z| <2 — Satisfatorio

2 <|Z| <3 — Questionavel

|Z| >3 — Incorreto

Os ensaios de recuperacao também podem ser considerados como uma ferramenta de
avaliacdo da exatiddo. Contudo os resultados destes ensaios devem ser interpretados com

precaucdo pois a eficiéncia da extracdo ndo é amplamente avaliada [51].

3.1.6 Incertezas

A incerteza define-se como sendo um parametro associado ao resultado de uma
medicdo, que permite caracterizar a dispersdo de valores que podem serem atribuidos a
medida ou grandeza em avaliagéo [55].

Existem vérias abordagens que podem ser utilizadas para determinar as incertezas de
medicgéo, sendo que as mais comuns sdo: abordagem passo a passo, abordagem baseada em
informacdo interlaboratorial e abordagem baseada em dados da validagéo e/ou do controlo de
qualidade do método analitico.

Atualmente, é a Gltima abordagem mencionada é a mais utilizada para a determinagéo
das incertezas. Contudo qualquer uma destas abordagens pode ser usada pelo laboratério,
desde que se confirme que sdo adequadas para 0 método em estudo [56].

Quando se aborda o calculo das incertezas ha dois parametros essenciais que devem

ser mencionados no calculo destas, a precisdo e a exatidao.
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A componente da incerteza associada a preciséo dos resultados, é calculada a partir
da amplitude média dos resultados obtidos para varias amostras analisadas em duplicado, e €

calculada a partir da seguinte equacéo:

A 3.7)
upreciséo = m

Em que, A representa a amplitude média dos duplicados e 1,128 ¢ um valor tabelado
para um numero de réplicas igual a 2.

A componente da incerteza associada a exatidao dos resultados pode ser determinada
utilizando MRC, EIL ou ensaios de recuperacdo. Esta componente é calculada através da
equacdo 3.8 e 3.9, em que, n representa 0 nimeros de ensaios efetuados e bias a diferenca

entre o valor obtido experimentalmente e o valor de referéncia [57].

u(bias) = [RMSF, + u(Crefy (39)

Onde,

S(bias,)? (39

RMSbias = n

Depois de determinadas as incertezas associadas a precisao e a exatidao é necessario

calcular a incerteza combinada, calculada pela seguinte expresséo: [34]

(3.10)
u ] = u2 + uz
combinada precisio exatidao

Para o célculo da incerteza expandida considera-se um fator de expansdo k =2 a um

nivel de confianga de 95%.

Uexpandida =k X Ucombinada (3.1)
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4 — Parte Experimental

Nesta sec¢cdo sdo apresentados todos os componentes necessarios a realizacdo do
trabalho experimental, que incluem equipamento, material, reagentes, padrdes e gases. Sdo
também apresentados os procedimentos de preparacdo das amostras e dos padrées utilizados

ao longo do trabalho.

4.1 Equipamentos

ICP-MS Agilent 7900 (Figura 4.1);

Autosampler SPS 4;

ISIS 3 - Integrated Sample Introduction System;
Unidade de arrefecimento;

Bomba de vacuo;

DigiPREP MS da marca SCP Science;

Purificador de acidos da Marca Savillex DST-1000;
Balanca analitica.

Figura 4.1 - Fotografia do ICP-MS Agilent 7900 utilizado na realizag&o do trabalho experimental
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4.2 Material

Todo o material utilizado ao longo do trabalho deve estar livre de contaminantes. Como
tal, antes de ser utilizado o material é descontaminado com uma solucao de HNO3 purificado
2% preparada com &gua bidestilada.

Baldes volumétricos de PFA — 50 ml, 100 ml;
Tubos DigiPREP — 50 ml;

Micropipetas — 1 ml, 5 ml;

Tubos Falcon — 15 ml,

Funis;

Papel de filtro.

4.3 Gases

Para a realizagdo do trabalho experimental utilizaram-se dois gases, o argon 5.0 como

gas de arraste e hélio para a célula de coliséo.

4.4 Reagentes e padroes

Acido nitrico p.a. para purificacgo;

Padrao individual de arsénio 1000 ppm SCP Science PlasmaCAL;
Padrdo individual de caddmio 1000 ppm SCP Science PlasmaCAL;
Padrao individual de chumbo 1000 ppm SCP Science PlasmaCAL,;
Padrao individual de crémio 1000 ppm SCP Science PlasmaCAL;
Padrdo individual de niquel 1000 ppm SCP Science PlasmaCAL,;
Padrdo multielementar 10 ppm SCP Science PlasmaCAL,;

Solugdo de tunning Agilent (Ce, Co, Li, Tle Y);

Solucdo de padrdes internos ISC Science (Sc, Ge, Y, Rh, In, Tb, Ir);
Agua ultrapura (18,2 MQ-cm);

4.5 Preparacdo de Amostras

Para a realizacdo do trabalho experimental foi utilizada uma consideravel gama de
amostras, indicada na Tabela 4.1, de forma a ser representativa do tipo de amostras analisadas

em rotina no laboratorio.
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Tabela 4.1 - Amostras utilizadas para a realizacdo do trabalho experimental

Amostras Descricdo

Refeicdo, cha, rolinho com queijo e fiambre, iogurte liquido,
Alimentares cenoura, cereais, salmdo, leite, requeijdo, agucar, gengibre, carne de

peru, filete de pescada, aguardente, ovos de consumo

AAFCO Medicated Lamb Feed, Dairy Beef Feed, Poultry Game Bird Feed,
Llama Feed, Medicated Swine Feed
FAPAS Powdered Rice, Chocolate

As amostras analisadas ao longo do trabalho foram preparadas por digestdo em meio
acido. Para tal, coloca-se num tubo especifico para a realizacdo da digestdo, uma toma de
amostra de cerca de 0,25g tanto para amostras solidas como amostras liquidas, a qual se
adiciona 2 ml de &cido nitrico ultrapuro.

Seguidamente, as amostras sao digeridas num digestor de vaso aberto, DigiPREP, de
acordo com o programa de digestdo apresentado na Tabela 4.2.

Concluida a digestdo, é necessario deixar arrefecer as amostras, para proceder a
afericdo dos tubos até 50 ml com uma solucdo de HNO3 2%. Seguidamente, as amostras sao
filtradas em filtros lavados de forma a descontamina-los. A lavagem é feita com recurso a
agua bidestilada e uma solucao de HNO3 2%.

Por fim, a solucdo preparada é transferida para tubos Falcon de 15 ml e esté pronta a

analisar.

Tabela 4.2 - Programa de digestéo

Tempo para atingir Tempo de espera

Fase Temperatura (°C) a ter?ﬁ]?;:;ltu ra (min)
1 45 30 15
2 65 15 15
3 95 15 45
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4.6 Preparacéo de padroes

Na preparacdo dos padrdes da curva de calibracdo e dos padrdes de controlo, sdo
utilizados padrdes individuais (padrdes de calibracdo) e multielementares (padrbes de
controlo) dos analitos de interesse, especificamente destinados a utilizacdo na técnica em

estudo.

4.6.1 Preparacao de padroes para construcado da curva de calibragéo

A partir do padrdo mée de 1000 ppm de cada um dos analitos de interesse, prepara-se
uma “solugdo intermédia 17, pipetando 0,1 ml do padrao mae de cadmio e 1 ml dos restantes
padrdes para um baldo volumétrico de 100 ml, o qual é aferido com uma solucdo de HNO3
2%, obtendo uma solu¢do com uma concentracdo de 1000 ppb para o cadmio e 10000 ppb
para os restantes elementos.

A partir desta solucdo prepara-se uma “solucdo intermédia 2”, pipetando 5 ml da
“solugdo intermédia 17 para um baldo volumétrico de 50 ml, aferindo seguidamente com uma
solucdo de HNO3 2%, obtendo uma solucdo de 100 ppb Cd e 1000 ppb dos restantes
elementos.

Os padrd@es para construgdo da curva de calibragdo sdo preparados a partir das duas

soluc@es intermédias, como indicado na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Preparagdo dos padrdes para construgdo da curva de calibracéo

Concentracao

Nivel (cadmio/restantes) Volume padréo / ml Volume final / ml
L1 0 ppb /0 ppb 50 ml sol. HNOs 2% 50
L2 0,05 ppb / 0,5 ppb 0,25 ml sol.10 ppb / 100 ppb 50
L3 0,1 ppb/ 1 ppb 0,5 ml sol.10 ppb / 100 ppb 50
L4 0,5 ppb /5 ppb 0,25 ml sol. intermédia 2 50
L5 1 ppb /10 ppb 0,5 ml sol. intermédia 2 50
L6 2 ppb / 20 ppb 1 ml sol. intermédia 2 50
L7 5 ppb / 50 ppb 0,25 ml sol. intermédia 1 50
L8 10 ppb / 100 ppb 0,5 ml sol. intermédia 1 50
L9 20 ppb / 200 ppb 1 ml sol. intermédia 1 50
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4.6.2 Preparacao dos padrdes de controlo

Os padrdes de controlo sédo preparados de forma independente dos padrdes de
calibracdo para que seja possivel avaliar o estado da calibracdo sem incorrer em erros
redundantes. Para preparar os padrdes de controlo dos elementos em estudo, utiliza-se um
padrdo multielementar de 10 ppm para preparar uma solucdo intermédia PC, de 100 ppb,
pipetando 0,5 ml deste padréo para um baldo volumétrico de 50 ml, ajustando o volume final
com uma solucao de HNO3 2%.

A partir desta solucdo preparam-se os padrdes de controlo para os elementos em

andlise, de acordo com o apresentado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Preparacdo dos padr@es de controlo

Nivel Concentracéo / ppb Volume padréo / ml Volume final / ml
PC 0.1 ppb 0,1 5ml PC 1 ppb 50
PC 0.5 ppb 0,5 0,25 ml sol. intermédia PC 50
PC 1 ppb 1 0,5 ml sol. intermédia PC 50
PC 10 ppb 10 5 ml sol. intermédia PC 50
PC 50 ppb 50 0,25 ml padrdo multielementar 50

39






Capitulo 5

Resultados e discussao






5 - Resultados e Discussao

5.1 Estabelecimento das condicdes analiticas e instrumentais

Para iniciar o processo de validacdo da técnica de ICP-MS foi necessario proceder a
realizacdo de determinados estudos que incluem a selecdo das massas atomicas de trabalho
para os elementos em analise, a selecdo de padrdes internos adequados, o estudo de
interferéncias poliatomicas e isobaricas e a verificacdo de determinadas condicOes
instrumentais do equipamento, como a determinagao do fluxo de gas na célula de colisdo e a

energia de discriminag&o.
5.1.1 Selecdo das massas atomicas

As massas atomicas analiticas, foram selecionadas por consulta da bibliografia
existente para a andlise elementar por ICP-MS. Na Tabela 5.1 apresentam-se 0s is6topos
recomendados na bibliografia consultada, a EPA 200.8 [49] e a EPA 6020A [38]. Na ultima

referéncia os is6topos sdo indicados por ordem decrescente de abundancia.

Tabela 5.1 - Is6topos dos elementos em analise, recomendados na literatura para quantificacéo

por ICP-MS

Elemento EPA 200.8 EPA 6020A
Arsénio 75 75

Cadmio 106; 108; 111; 114 114; 112; 111; 110; 113;

116; 106

Chumbo 206; 207; 208 208; 207; 206; 204
Crémio 52; 53 52; 53; 50; 54

Niquel 60; 62 58; 60; 62; 61; 64
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Como para a maioria dos elementos em estudo existe mais que uma op¢éo de isétopos,
a massa utilizada para andlise quantitativa de cada elemento foi escolhida com base numa
ponderacdo entre as abundancias isotopicas e as massas onde a possibilidade de formacao de
interferéncias poliatdbmicas e isobaricas € menor. Com base nestes critérios, apresentam-se na
Tabela 5.2 os is6topos selecionados para a validagdo do método, obtidos com base na Tabela
5.1 e em resultados preliminares de validacdo obtidos pela participacdo do laboratério em
ensaios interlaboratoriais.

As massas atomicas selecionadas para quantificacdo dos elementos em estudo,

encontram-se destacadas nas tabelas com sublinhado.

Tabela 5.2 - Is6topos dos elementos em estudo selecionados para a validacdo do método

Elemento Isétopo
Arsénio 75
Cadmio 111; 114
Chumbo 206; 207; 208
Crémio 52; 53

Niquel 60; 62

5.1.2 Verificacgao inicial do equipamento

A otimizacdo instrumental inicial é automaticamente efetuada com uma solugéo de
Tunning ("L, Y, 13Ce, 2°TI, *°Co).

A otimizacdo instrumental tem como objetivo atingir as condi¢Bes instrumentais
necessarias para garantir as condicGes apropriadas a realizacdo de uma analise. Esta
otimizacdo instrumental compreende a calibracdo, otimizacdo e verificacdo dos seguintes
parametros:

Resolugdo de trés massas que cobrem a gama de massas analiticas;
Forma do pico e a possivel contaminagcdo com massas vizinhas;
Contagens para as massas que cobrem a gama de massas analiticas;
Variabilidade das contagens para massas que cobrem a gama de massas analiticas;
Relac&o indicadora da formacao de dxidos (Césio/Oxido de Césio);
Relac&o indicadora da formacao de duplas cargas (Ce?*/Ce™).
Depois de finalizada a otimizagdo dos pardmetros mencionados, sdo gerados dois

relatdrios, o Performance Report e 0o Tune Report. Nestes relatérios sdo apresentados 0s
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resultados obtidos para a otimizacdo dos parametros de inicializagdo do equipamento.
Exemplos destes relatorios encontram-se nos anexo Il e anexo IllI, respetivamente.

Seguidamente, apresentam-se os critérios de aceitacdo para estes parametros:

Resolugéo

Massa 7: Eixo0 6,90 — 7,10

Massa 89: Eixo 88,90 — 89,10

Massa 205: Eixo 204,90 — 205,10
W-10%: 0,6 — 0,9 (para todas as massas)

Sensibilidade — Performance Report

2500 contagens < Massa 7 < 25000 contagens
5000 contagens < Massa 89 < 50000 contagens
6000 contagens < Massa 205 < 60000 contagens

Sensibilidade — Tune Report

1000 contagens < **Co < 10000 contagens
1000 contagens < %Y < 10000 contagens
5000 contagens < 2% TI < 50000 contagens
RSD < 5% (para as massas 7, 89, 205)
Relacdo de 6xidos < 2%

Relacéo de duplas cargas < 2,5%

Fluxo de hélio: 5 ml/min

Energia de discriminacao: 5V

Depois de verificados todos os parametros e se todos estiverem dentro do critério
estabelecido pode-se proceder a realizacdo da analise, caso contrario é necessario iniciar
novamente todo o processo. Se mesmo apos a repeticdo da otimizagédo esta ndo apresentar 0s
parametros indicados dentro dos critérios estabelecidos € necessario proceder a troca dos
tubos utilizados para introduzir as solu¢Ges de tunning e de padrdes internos, que podem,
devido ao uso, ja ndo se encontrar em condigdes de serem utilizados. Efetuada a troca da
tubagem € necessario repetir todo o processo de otimizacdo desde o inicio. Se mesmo assim
ndo se obterem os valores desejados é necessario proceder a lavagem dos cones sampler e
skimmer e voltar a iniciar todo o processo de otimizagédo, que pode agora demorar um pouco

mais que o normal a atingir os valores ideais para os parametros em analise.
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5.1.3 Selecao de padroes internos

Quando se pretende selecionar um elemento como padrdo interno é necessario que
este apresente um comportamento similar ao do analito. Como tal a escolha é feita de forma
a que os valores das suas massas e da primeira energia de ionizacdo sejam proximos dos
valores dos analitos. Quando se escolhe um padrdo interno é também necessario ter em
consideracdo a possivel presenca deste em amostras, pois 0s elementos usados para este efeito
devem estar presentes nas amostras em teores desprezaveis [39].

Para iniciar a selecdo de padrdes internos, foram escolhidos 7 elementos para teste:
escandio (**Sc), germanio ("“Ge), itrio (®%Y), rédio (***Rh), indio (**°In), térbio (***Tb) e iridio
(193“.)_

Seguidamente foi preparada uma amostra de alimentacdo animal da entidade
AAFCO, denominada “amostra teste”, de acordo com 0s procedimentos de preparagéo e
digestdo de amostras mencionados na sec¢do 4.5, a qual se adicionou uma aliquota dos
analitos de interesse, garantindo que todos os analitos se encontravam a niveis quantificaveis,
e dos padrdes internos (1 ppb). Depois de preparada a amostra efetuaram-se diluicbes com
fatores de 2, 5, 10, 20 e 50, com vista a avaliar o efeito de variacdo da matriz. Esta amostra e
as respetivas diluicbes foram lidas num ciclo de 6 vezes com a finalidade de avaliar a
estabilidade do sinal do padrdo interno ao longo do tempo e a sua coeréncia relativamente ao
sinal do analito que pretende corrigir.

Os resultados obtidos para os analitos e para os diferentes padrbes internos foram
avaliados utilizando como referéncia um padrao sintético contendo os analitos de interesse e
os padrdes internos, com concentrac@es idénticas a da amostra, denominado “P2”.

Nas Figuras 5.1 a 5.3 apresenta-se 0s resultados obtidos para o arsénio e para os varios
padrdes internos, no padrdo P2, na amostra ndo diluida e diluida 10 vezes, respetivamente.
Na Figura 5.4 condensam-se 0s resultados obtidos para a amostra para diferentes fatores de

diluicdo.
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seis ensaios consecutivos

padrdes internos, para a amostra teste e para as
diferentes diluicGes — efeito de variagdo de matriz

Pela analise dos graficos conclui-se que todos os padrBes internos analisados

apresentam um comportamento semelhante nas diferentes condigdes de ensaio, sendo a

escolha destes, com base nestes parametros, indiferente.

Nas Figuras 5.5 a 5.8 apresentam-se 0s resultados obtidos para o cadmio, e nas

Figuras 5.9 a 5.12 para o chumbo. Os resultados obtidos para o cromio e para o niquel sdo

apresentados nas Figuras 5.13 a 5.16 e 5.17 a 5.20, respetivamente.

47




Variagio P2 ao longo da corrida
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Figura 5.5 - Resultados obtidos para cadmio e padrdes
internos, no padrdo P2 em seis ensaios consecutivos

Figura 5.6 - Resultados obtidos para cadmio e padrbes
internos na amostra teste sem diluicdo, em seis ensaios
consecutivos

Amostra teste com diluigao 10x

1,400 A111Cd
1,300 X A 455¢
E ﬁgg oA 72Ge
g EL? mA89Y
§ 109 %ﬁvﬁ—ﬁﬁ - % A 103Rh
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0,800 ® A 115In

0,700 A 159Tb

0,600 A 1931t
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Tempo (min.)
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Variagdo com a matriz

1,400 xA111Cd
. 1,300 @ A 45Sc
£
g 1,200 BA 72Ge
g 1,100 AA8Y
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0,900 % A 103Rh
O 800 ® A 115In
0,700 A 159Tb
0,600 A 1931r
0 20 40 60

Fator de diluigdo

Figura 5.7 - Resultados obtidos para cadmio e padrdes
internos na amostra teste com fator de diluicdo 10, em
seis ensaios consecutivos

Figura 5.8 - Resultados obtidos para cadmio e para 0s
padrdes internos, para a amostra teste e para as
diferentes diluicGes — efeito de variacdo de matriz

Variagdo P2 ao longo da corrida
1,200 A 208Pb
= X A 455¢
2
;Q:: p ﬁ :K _ﬁ & AT72Ge
=~ 1,000 P N A i
g wA89Y
Q
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0,800
®A115In
A159Tb
0,600 A1931r
0 50 100
Tempo (min.)

Amostra teste sem dilui¢iao
1,400 @ A 208Pb
1,300 A 455¢
Q2
& 1,200 % A 72Ge
~ 1,100
troo pal GuEd
o 0,900 “ % A 103Rh
0,800 ® A 115In
0,700 A159Tb
0,600 A 1931
0 50 100 150 '
Tempo (min.)

Figura 5.9 - Resultados obtidos para chumbo e
padrbes internos, no padrdo P2 em seis ensaios
consecutivos
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Figura 5.10 - Resultados obtidos para chumbo e
padrdes internos na amostra teste sem diluicdo, em
seis ensaios consecutivos



Amostra teste com diluigao 10x
1,400 A 208Pb
= 1,300 X A 458¢

2 1,200
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Figura 5.11 - Resultados obtidos para chumbo e
padrdes internos na amostra teste com fator de diluigdo
10, em seis ensaios consecutivos

Figura 5.12 - Resultados obtidos para chumbo e para
0s padrdes internos, para a amostra teste e para as
diferentes diluicGes — efeito de variagdo de matriz

Amostra teste sem diluicao

Variagio P2 ao longo da corrida
1,200 A 52Cr
oy X A 458¢
£
g 1,000 ﬂ—ﬁ—w“ A 72Ge
: mA89Y
S
0,800 % A 103Rh
®A115In
A 159Tb
0,600
0 50 100 150 A 1931
Tempo (min.)

1,400 EA52Cr
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0,600 A 1931
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Figura 5.13 - Resultados obtidos para crémio e
padrdes internos, no padrdo P2 em seis ensaios
consecutivos

Figura 5.14 - Resultados obtidos para cromio e
padrdes internos na amostra teste sem diluicdo, em
seis ensaios consecutivos

Variagao com a matriz

Amostra teste com dilui¢ao 10x
1,400 A 52Cr
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Figura 5.15 - Resultados obtidos para crémio e
padrdes internos na amostra teste com fator de diluicéo
10, em seis ensaios consecutivos
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Figura 5.16 - Resultados obtidos para cromio e para
0s padrdes internos, para a amostra teste e para as
diferentes diluicGes — efeito de variacdo de matriz



Variagdo P2 ao longo da corrida
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Figura 5.17 - Resultados obtidos para niquel e
padrdes internos, no padrdo P2 em seis ensaios
consecutivos

Figura 5.18 - Resultados obtidos para niquel e
padrdes internos na amostra teste sem diluigdo, em
seis ensaios consecutivos

Amostra teste com dilui¢ao 10x
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Variagdo com a matriz
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Figura 5.19 - Resultados obtidos para niquel e

padrdes internos na amostra teste com fator de dilui¢éo

10, em seis ensaios consecutivos

Figura 5.20 - Resultados obtidos para niquel e para os
padr@es internos, para a amostra teste e para as
diferentes diluicGes — efeito de variacdo de matriz

Como para todos os elementos, os padrdes internos escolhidos para teste

apresentaram um comportamento similar nas diferentes condi¢cbes de ensaio, a escolha

baseou-se na proximidade dos valores das massas destes em relagdo ao analito, bem como

nos valores da primeira energia de ionizacdo [58]. Na Tabela 5.3 encontra-se um resumo dos

resultados obtidos, bem como os padrdes internos selecionados para a validacdo do método.
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Tabela 5.3 - Selecdo de padr@es internos

.. Proximidade - N
Proximidade . L Variagcdo coma  Padréo
Elemento 12energiade Variagdo P2 .
da massa R matriz Interno
ionizacao
52Cr 43¢ Sc indiferente indiferente 2Ge
60N 2Ge Rh indiferente indiferente 2Ge
SAs 2Ge Ir indiferente indiferente 2Ge
1icd 103RK Ir indiferente indiferente 103RK
208pp 193y Rh indiferente indiferente 193]y

E também de referir que apesar de ndo terem sido selecionados todos os elementos
testados como padrd@es internos, os restantes podem ser utilizados numa situagdo em que uma

amostra apresente na sua composicéo o elemento selecionado para padrao interno.

5.1.4 Estudo de interferéncias — Selecdo das condig¢des instrumentais que

eliminam interferéncias

De forma a estudar quais as condi¢Bes experimentais que eliminam as interferéncias
de matriz, um branco e um padréo dos analitos de interesse com concentracdo conhecida (1
ppb) foram contaminados com varias concentracfes de elementos que sdo possiveis
causadores de interferéncias, padrao “P3”.

Os interferentes foram selecionados de acordo com a abundancia destes nas amostras
lidas em rotina no laboratério, e foram cloretos (acido cloridrico), carbono (glucose), calcio
(padrdo de célcio de AAS), magnésio (padrdo de magnésio de AAS), sodio (padrdo de sédio
de AAS) e fosforo (padrao de fosforo de AAS).

Com o intuito de determinar quais as melhores condi¢Ges instrumentais para eliminar
as interferéncias, foram selecionadas cinco concentracfes para contaminar o branco e o
padrédo (5 ppm, 10 ppm, 50 ppm, 100 ppm e 500 ppm) e seis condi¢des do gas da célula de
colisdo, o hélio (sem gas, 1 ml/min, 2 ml/min, 4 ml/min, 5 ml/min e 6 mi/min). As
concentragdes dos interferentes tiveram também em conta as amostras analisadas em rotina
no laboratdrio.

Para determinar qual a melhor condicdo instrumental, os resultados foram tratados
comparando os sinais obtidos na auséncia de interferente com os sinais obtidos na presenca

de interferente.
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Seguidamente, apresenta-se como exemplo do tratamento de resultados obtidos neste
estudo, a interferéncia de cloretos na determinac&o de arsénio. Esta interferéncia esta descrita
na bibliografia e € uma das mais comuns, surgindo pela potencial presenca de espécies como
OAr®Cl e *8Ar®’Cl cujo sinal ¢ adicionado ao "°As [45].

Na Figura 5.21 é comparado o comportamento do sinal para a m/z = 75 num padrao
de arsénio de 1 ppb para diferentes fluxos de hélio na célula de colisdo na auséncia de cloretos
(cor azul) e com 100 ppm de cloretos. E possivel observar que tanto na auséncia de He na
célula de colisdo, como para um fluxo de 1 ml/min de He o sinal paraa m/z = 75 é superior
na solucdo com 100 ppm de cloretos. Contudo a partir de um fluxo de He de 2 ml/min a
interferéncia deixa de se notar, como é visivel pela sobreposicéo das duas linhas.

E ainda possivel afirmar pela observagao do grafico, que o sinal vai decrescendo com
0 aumento do fluxo de He, tal como era expectavel.

Na Figura 5.22 avalia-se 0 mesmo comportamento, mas agora com uma concentragdo
de cloretos de 500 mg/l, e é possivel verificar que a interferéncia € ainda notoria para um
fluxo de He de 2 ml/min, deixando de ser observada para fluxos superiores.

e=4=P3 sem C] —#—P3 com 100 ppm Cl
18000 |
16000 |
14000
12000 -~
< 10000 N\
£ 8000 N\
“ 6000 \

4000 \

2000

Fluxo de He (mL/min)

Figura 5.21 - Sinal obtido para m/z = 75 no padrdo “P3” para
diferentes fluxos de He na célula de colisdo, na auséncia de
cloretos (azul) e com 100 ppm de cloretos (laranja)
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e=4=P3 sem Cl —8—P3 com 500 ppm Cl
30000 ‘
25000 T
20000
[}
< u
= 15000 k“\
.5 -
9]
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N
0 ‘ e,
0 2 4 6 8
Fluxo de He (mL/min)

Figura 5.22 - Sinal obtido para m/z = 75 no padrdo “P3” para
diferentes fluxos de He na célula de colisdo na auséncia de cloretos
(azul) e com 500 ppm de cloretos (laranja)

Na Figura 5.23 é possivel observar o efeito desta interferéncia para a condicdo de
He=0 ml/min. Verifica-se que nestas condic¢des a razao entre os sinais obtidos para m/z = 75
para padrdes de 1 ppb de arsénio com e sem cloretos aumenta com a concentragéo de cloretos.
Este comportamento ocorre devido ao aumento da presenca de interferentes, como por
exemplo as espécies “°Ar¥Cl e #ArCI.

Na Figura 5.24 verifica-se que para um fluxo de He de 5 ml/min n&o é observado
nenhum efeito resultante desta interferéncia, o que demostra que a célula de colisdo consegue

destruir as interferéncias formadas.

2,0000
1,8000 /A
1,6000

1,4000
1,2000

1,0000 M
0,8000
0,6000
0,4000

0,2000

0,0000 T T T T \
0 100 200 300 400 500

Concentragido de cloretos

Sinal deP3 / sinal P3 sem cloretos

Figura 5.23 - Razéo entre o sinal para m/z = 75 no padrao "P3"
contaminado com diferentes concentracfes de cloretos e num
padréo isento de cloretos. Modo sem gas
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Figura 5.24 - Razdo entre o sinal para m/z = 75 no padrao "P3"
contaminado com diferentes concentracdes de cloretos e num
padrdo isento de cloretos. Fluxo de He 5 ml/min

Os estudos realizados permitiram também verificar que o aumento do fluxo de He na
célula de colisdo resultou numa melhoria da razéo sinal-ruido, como € possivel verificar na
Figura 5.25. O aumento do fluxo de He provocou uma diminui¢do do nimero de contagens
no padrdo utilizado, contudo o numero de contagens do branco também diminui

consideravelmente, resultando na melhoria desta razao.
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Figura 5.25 - Razéo sinal-ruido para m/z = 75 na presenca de 500
ppm de cloretos
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Depois de avaliados todos os resultados obtidos para os outros elementos em estudo,
verificou-se que um fluxo de hélio de 5 ml/min € o que apresenta melhores resultados na
eliminacédo de interferéncias.

O fluxo de hélio selecionado na célula de colisdo revelou-se eficiente na eliminagao
das interferéncias, ndo sendo por isso necessario 0 uso de qualquer correcdo matematica
adicional.

Para o chumbo foi necessario efetuar uma correcdo que ndo esta relacionada com as
interferéncias, mas sim com as diferentes abundancias isotopicas que podem existir entre
amostras e padrdes. Como tal € necessario adicionar as contagens da m/z = 208, as contagens
da m/z =206 e m/z = 207.

Finalizados os testes para verificar a melhor condi¢do para a célula de colisdo,
efetuaram-se testes para verificar qual o valor de energia de discriminacao a utilizar. Para tal,
efetuaram-se testes de variacdo do valor desta energia enquanto as contagens obtidas eram
monitoradas, permitindo assim otimizar este parametro. Depois de concluidos os testes foi
obtido um valor de energia de discriminacdo de 5V, indo assim ao encontro do valor indicado

pelo fornecedor do equipamento.

5.2 Validagdo do método de determinacéo de As, Cd, Pb, Cr e Ni em
alimentos por ICP-MS

O método utilizado foi adaptado de dois métodos normalizados, a EPA 200.8 [49] e
a EPA 6020A [38]. Para validacdo do método e de forma a garantir a aplicabilidade e
adequacdo a finalidade que o laboratério pretende, foram avaliados os pardmetros a seguir
apresentados.

5.2.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada a partir da leitura de 4 padrdes de calibracdo para 0s
elementos arsénio, cadmio, cromio e niquel, e 5 padrdes de calibragdo para o elemento
chumbo, juntamento com um branco.

Para além da avaliacdo visual da curva de calibracdo, foi também realizada uma
andlise de residuos de forma a avaliar a linearidade da mesma.

As curvas de calibragéo obtidas, juntamente com as respetivas equagoes e coeficientes

de correlacdo, estdo apresentadas nas Figuras 5.26 a 5.30.
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Arsénio
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R2 = 0,0997
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Figura 5.26 - Representacdo grafica da curva de calibragdo obtida para o arsénio

Cadmio

0,012
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Figura 5.27 - Representacdo grafica da curva de calibracdo obtida para o cadmio

Chumbo

y = 0,1866x - 0,0047
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N
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Figura 5.28 - Representagdo gréfica da curva de calibragdo obtida para o chumbo
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Cromio

y =0,1401x + 0,0215
R? =0,9999

CPS Cr / CPS PI
=
w

0 5 10 15 20 25
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Figura 5.29 - Representagdo gréfica da curva de calibragdo obtida para o cromio

Niquel

y =0,0787x + 0,0118
R2 =0,9997

CPS Ni / CPS PI
[

0 5 10 15 20 25
[Analito] (ppb)

Figura 5.30 - Representacdo grafica da curva de calibracdo obtida para o niquel

A avaliacdo visual da curva de calibracéo, apesar de pouco objetiva, é também uma
ferramenta possivel de ser utilizada, pois pode permitir detetar uma tendéncia de curvatura
dos pontos de calibragdo, tendéncia essa que como € possivel observar pelas curvas de
calibracdo anteriormente apresentadas, ndo foi verificada, observando-se assim um bom

ajuste linear.

5.2.1.1 Analise de residuos

Um dos métodos de avaliar a linearidade da curva de calibragdo € a avaliagdo dos
residuos, isto €, as diferencas entre cada ponto experimental de calibracdo e o obtido pela

curva do modelo de calibragéo [59].
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Depois de determinados os erros é necessario avaliar os valores obtidos, sendo que o
ideal é que estes erros ndo ultrapassem os 10%. Por analise da Tabela 5.4, onde se apresentam
0s erros obtidos, pode-se constatar que para todos os padrdes, de todos os elementos em

estudo, este valor nunca foi ultrapassado, o que permite concluir que existe um bom ajuste

linear.
Tabela 5.4 - Resultados obtidos na analise de residuos
Concentracao Erro (%)

(ppb) - S - .

(cadmio/restantes) ~ Arsenio Cadmio Chumbo Cromio Niquel

0,05/0,5 -6,83

0,1/1 7,56 1,73 -4,27 -3,43 5,88
0,5/5 0,52 0,96 1,32 2,43 0,71
1/10 -1,90 -1,07 0,52 -1,10 -1,79
2120 0,44 0,21 -0,19 0,14 0,40

Esta analise apenas foi efetuada no inicio do trabalho experimental, sendo que em
rotina a linearidade da curva de calibracdo é analisada através da representacgdo gréafica desta,
juntamente com a anéalise do coeficiente de correlacéo.

Como uma elevada linearidade de resposta é uma caracteristica inerente ao ICP-MS,
estipulou-se como critério do coeficiente de correlacdo o valor 0.9995, tendo este valor sido

respeitado para todos os elementos e em todos 0s ensaios realizados.

5.2.2 Gama de trabalho

A gama de trabalho definida para cada elemento encontra-se na Tabela 5.5. Esta gama
foi definida tendo por base os valores obtidos para os limites de quantificacdo para 0s
elementos em estudo e a sua adequacéo a legislacdo que se encontra em vigor e que fixa 0s

valores maximos destes elementos admissiveis em géneros alimenticios.
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Tabela 5.5 - Gamas de trabalho para cada um dos elementos em anélise

Elemento Gama de Trabalho (ppb)
Arsénio 1-20
Cadmio 01-2
Chumbo 0,5-20
Crémio 1-20
Niquel 1-20

5.2.3 Analise de brancos

De forma a determinar quais os critérios de aceitacdo de brancos para a determinagao
dos elementos em estudo, analisaram-se 10 brancos de método em condigdes de precisdo
intermédia, ou seja, 0 mesmo laborat6rio, 0 mesmo equipamento, mas em dias diferentes e
com preparacdes independentes.

Depois de obtidos os resultados da analise dos brancos de método, foi determinado o
limite de quantificacdo com objetivo de estabelecer um critério de aceitagdo para 0s mesmos,
critério esse que foi definido como sendo 1/3 do limite de quantificagcdo. Os valores obtidos

para o critério de aceitacdo dos brancos encontram-se na Tabela 5.6.

Tabela 5.6 - Critérios de aceitacdo de brancos

Elemento L.Q. (ppb) Critério de aceitacao (ppb)
Arsénio 0,33 0,11
Céadmio 0,05 0,02
Chumbo 1,07 0,36
Crémio 0,28 0,09
Niquel 0,79 0,26

5.2.4 Limiares analiticos

Para determinar os limiares analiticos, possiveis de alcancar com o método que se
pretende validar, é necessario calcular os limites de quantificacao e detecéo.

Os limites de quantificacdo dos elementos em estudo foram determinados atraves dos
brancos de método, analisados anteriormente, e em condigdes de precisdo intermédia. Para
tal aplicou-se a formula comumente usada para o calculo do L.Q., equacdo 3.2, a qual se

associou a diluicdo final e a massa da amostra.
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Depois de calculados os limites de quantificacdo, calcularam-se os limites de detecéo.

Os valores obtidos para ambos encontram-se na Tabela 5.7.

Tabela 5.7 - Limiares analiticos obtidos para os elementos em estudo

Elemento L.Q. (mg/kg) L.D. (mg/kg)
Arsénio 0,06 0,02
Céadmio 0,01 0,003
Chumbo 0,20 0,07
Cromio 0,05 0,02
Niquel 0,15 0,05

3.2.5 Seletividade e Especificidade

A determinacdo destes parametros permite garantir a qualidade dos resultados
obtidos, pois permitem determinar a possivel existéncia de interferéncias, bem como a sua
influéncia nos resultados.

A determinacdo da seletividade e especificidade é realizada através de ensaios de
recuperagdo em amostras fortificadas com 0,25 ml da “solu¢ao intermédia 2”, cuja preparagdo
é mencionada no tdpico 4.6.1. As percentagens obtidas devem apresentar valores entre 70 —
130%, de forma a que seja possivel considerar o método especifico e seletivo.

Os resultados obtidos nas recuperacdes de amostras fortificadas encontram-se nas
Tabelas 5.8 a 5.12. Na Tabela 5.13 encontram-se os resultados globais obtidos nos ensaios de
recuperagéo das amostras fortificadas. No Anexo IV encontram-se todos os resultados obtidos

nas recuperagdes de amostras fortificadas.
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Tabela 5.8 - Resultados obtidos para o arsénio nos ensaios de recuperacao de amostras
alimentares fortificadas

. Media da Desvio Padréo

Matriz Recuperacio (%) (%) C.V. (%)
Refeicdo 101 1 1,3
Cha 98, 2 2,0
Rollnh?i;:s]rtr)lrgueuo e 112 7 59
logurte liquido 109 3 2,6
Cenoura 88 3 3,3
Cereais 106 2 15
Salméo 100 8 7,6
Leite 105 1 11
Requeijdo 104 2 1,9
Aclcar 96 2 1,6
Gengibre 99 12 11,8
Carne de peru 101 2 2,2
Filete de pescada 99 10 10,0
Aguardente 121 7 6,0
Ovos de consumo 103 2 1,7

Tabela 5.9 - Resultados obtidos para o c&dmio nos ensaios de recuperagdo de amostras
alimentares fortificadas

. Média da Desvio Padrao

Matriz Recuperacéo (%) (%) C.V. (%)
Refeicdo 96 3 3,1
Cha 99 2 2,2
Rolmh(f)i;:rc:]r;]rgueuo e 102 7 71
logurte liquido 100 2 1,8
Cenoura 94 4 3,8
Cereais 98 4 41
Salmio 92 4 4.6
Leite 100 2 1,9
Requeijdo 103 9 8,8
Acucar 89 1 1,6
Carne de peru 100 3 2,9
Filete de pescada 101 9 8,5
Aguardente 97 3 2,9
Ovos de consumo 94 3 2,8
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Tabela 5.10 - Resultados obtidos para o chumbo nos ensaios de recuperacao de amostras
alimentares fortificadas

. Média da Desvio Padréo

Matriz Recuperacio (%) (%) C.V. (%)
Refeicdo 95 2 1,6
Cha 104 13 12,3
Rollnh?i;:;?rgueuo e 99 6 6.4
logurte liquido 99 3 2,6
Cenoura 86 13 15,0
Cereais 91 7 7,3
Salmédo 93 9 10,0
Leite 97 13 129
Requeijao 86 14 16,3
Acucar 82 10 12,0
Gengibre 88 11 12,5
Carne de peru 82 3 3,5
Filete de pescada 95 10 11,0
Aguardente 93 7 7,9
Ovos de consumo 97 11 11,4

Tabela 5.115 - Resultados obtidos para o crdmio nos ensaios de recuperagdo de amostras
alimentares fortificadas

Matriz Média?la Desvio Padréo CV. (%)
Recuperacéo (%) (%)

Refeicdo 98 2 2,0
Cha 94 5 5,2
Rolmh(f)i;:rc:]r;]rgueuo e 102 7 73
logurte liquido 100 3 2,8
Cenoura 85 4 4,2
Cereais 08 2 2,0
Salmédo 74 3 4,1
Leite 97 3 3,6
Requeijdo 100 4 3,7
Acucar 89 2 1,8
Gengibre 82 7 8,9
Carne de peru 101 2 2,1
Filete de pescada 97 6 6,3
Aguardente 96 1 11
Ovos de consumo 73 2 2,4
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Tabela 5.12 - Resultados obtidos para o niquel nos ensaios de recuperagdo de amostras
alimentares fortificadas

. Media da Desvio Padréo

Matriz Recuperacio (%) (%) C.V. (%)
Refeicéo 94 2 2,3
Cha 89 5 50
Rolmh?i;:r?]rtr)lrgueuo e 90 7 77
logurte liquido 85 4 4,1
Cenoura 89 3 3,5
Cereais 97 3 2,8
Salméo 89 3 3,5
Leite 97 2 1,8
Requeijdo 99 9 9,0
Aclcar 85 3 3,4
Gengibre 94 19 19,9
Carne de peru 93 2 2,2
Filete de pescada 99 6 6,0
Aguardente 91 1 1,3
Ovos de consumo 102 2 2,2

Tabela 5.13 - Resultados globais obtidos nos ensaios de recuperacdo de amostras alimentares
fortificadas com os elementos em anélise

Elemento Recmi(:;isj (%) Desvio Padrao (%) C.V. (%)
Arsénio 103 9 8,8
Cédmio 97 6 6,4
Chumbo 93 11 11,7
Crémio 93 10 10,5

Niquel 93 7 8,0

A partir da analise da tabela anteriormente apresentada é possivel verificar que o
método é especifico e seletivo, pois 0s valores obtidos nos ensaios de recupera¢do cumprem

o critério de aceitacdo estabelecido, isto €, 100 £+ 30%.
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5.2.6 Padroes de controlo

Os padrdes de controlo sdo considerados materiais de referéncia internos e séo lidos
em todas as séries de trabalho. A leitura destes permite verificar o desempenho do método,
bem como garantir o controlo de qualidade do mesmo.

Na Tabela 5.14 apresentam-se as concentrag¢6es dos padrdes de controlo selecionados
para os elementos em estudo, que correspondem ao primeiro padrdo de calibragdo de cada
elemento. Os padrdes de controlo foram escolhidos na zona inferior das curvas de calibrag&o,

uma vez que os analitos em causa se encontram a niveis vestigiais nas amostras.

Tabela 5.14 - Padr@es de controlo correspondentes ao nivel do primeiro padrdo das curvas de

calibragéo
Elemento Padréao de Controlo (ppb)
Arsénio 1
Céadmio 0,5
Chumbo 0,5
Cromio 1
Niquel 1

Para garantir, através dos padrdes de controlo, que o método apresenta um bom
desempenho, € necessario controlar os limites de concentracdo dos padrdes de controlo
estabelecidos. Para tal, € necessario estabelecer um critério de aceitacdo inicial, de forma a
ser possivel controlar estes limites. Foi estabelecido um critério de aceitacéo inicial de 20%.

Contudo, com o decorrer do tempo o critério de aceitacdo estabelecido inicialmente
deve ser revisto, de forma a perceber se ha necessidade de estabelecer um novo critério. Isto
deve-se ao facto de que, com o passar do tempo, a pericia do analista na execugdo do método
melhora, resultando numa consequente melhoria do desempenho do método.

Assim, de forma a perceber se o critério estabelecido pode ser revisto e se é possivel
estabelecer novos limites de controlo, foram construidas cartas de controlo com a média e o
desvio padréo dos valores obtidos para os padrdes de controlo ao longo do trabalho realizado.
Apesar dos dados disponiveis serem ainda em nimero reduzido, as cartas de controlo foram
mesmo assim construidas com o objetivo de verificar se 0 método até entdo desenvolvido se
encontra sob controlo. As cartas de controlo obtidas encontram-se nas Figuras 5.31a5.35 e

0s resultados apresentam-se na Tabela 5.15.
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Conc. (ppb)

Conc. (ppb)

Conc. (ppb)

PC Arsénio
1,30

1,20

1,10

1,00

0,90

0,80

0,70

Pontos

Figura 5.31 - Carta de controlo obtida para o PC de As

PC Cadmio

0,58
0,56
0,54
0,52
0,50
0,48
0,46
0,44
0,42
0,40

0,38
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Pontos

Figura 5.32 - Carta de controlo obtida para o PC de Cd

PC Chumbo

0,58
0,56
0,54
0,52
0,50
0,48
0,46
0,44
0,42
0,40
0,38

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Pontos

Figura 5.33 - Carta de controlo obtida para o PC de Pb
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PC Cromio
1,20

Conc. (ppb)

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Pontos

Figura 5.34 - Carta de controlo obtida para o PC de Cr

PC Niquel
1,40

1,30

1,20
1,10

1,00

Conc. (ppb)

0,90

0,80

0,70

Pontos

Figura 5.35 - Carta de controlo obtida para o PC de Ni

Tabela 5.15 - Resultados obtidos nas cartas de controlo construidas para os padrdes de controlo dos
5 elementos em analise

Desvio
Média LC LSA LIA LSC LIC

Elemento Padrao
(Ppb) (ppb) (Ppb) (Ppb) (ppb) (ppb)

(ppb)

Arsénio 1,00 0,08 1,00 1,16 0,84 1,24 0,76
Cadmio 0,48 0,03 0,48 0,53 0,43 0,56 0,40
Chumbo 0,50 0,02 0,50 0,54 0,45 0,57 0,43
Crémio 1,00 0,05 1,00 1,10 0,89 1,15 0,84
Niquel 1,06 0,08 1,06 1,22 0,90 1,30 0,82
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Analisando as cartas de controlo apresentadas, é possivel verificar que todos os
valores obtidos na analise dos padrbes de controlo respeitaram o critério de aceitagdo inicial
de 20%. E também possivel verificar, pela anélise destas, e tendo em consideracdo a Norma
ISO 7870 que define as regras que permitem verificar se um processo se encontra ou ndo fora
do controlo estatistico, que este método se encontra dentro do controlo [60]. De facto, pela
analise das cartas de controlo é possivel verificar que em nenhum caso existem pontos fora
dos limites de controlo, pois ndo existem nove pontos consecutivos do mesmo lado do limite
central, ndo existem seis pontos consecutivos em sentido ascendente ou descendente, ndo
existem dois ou trés pontos consecutivos na zona entre os limites de aviso e os limites de
controlo e também porque ndo existem oitos pontos consecutivos do mesmo lado da linha
central sem nenhum na zona entre o limite central e a distancia de um desvio padrdo deste.

Avaliando os resultados obtidos nos limites de controlo, apresentados na Tabela 5.15,
verifica-se que os elementos cadmio, chumbo e cromio apresentam valores inferiores ao
estabelecidos inicialmente, o que indica uma melhoria na eficiéncia do método. Contudo o

critério inicial ainda ndo pode ser revisto pelo nimero reduzido de dados existentes.

5.2.7 Precisao
5.2.7.1 Repetibilidade

Para estudar a repetibilidade do método foram efetuados 10 ensaios sob a mesma
amostra em condi¢des de repetibilidade, isto &, no mesmo dia, com 0 mesmo equipamento, 0
mesmo método de ensaio, 0 mesmo analista e 0 mesmo laboratdrio.

A repetibilidade foi determinada para todos os elementos em estudo, a partir do desvio
padrdo de todos os resultados obtidos, para os varios alimentos e é aqui apresentada por
amostra, nas Tabela 5.16 a 5.20, e na Tabela 5.21 apresentam-se os resultados globais, sob a
forma de limite de repetibilidade. No Anexo V encontram-se as concentra¢es obtidas na
leitura das amostras utilizadas para o calculo dos limites de repetibilidade para os cinco

elementos em analise
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Tabela 5.16 - Limites de repetibilidade e coeficientes de variacao de repetibilidade para o

arsénio
Matriz Limite de repetibilidade C.V. (%)

(%0)
Refeicdo 4,1 1,4
Ché 5,8 2,0

Rolinho com queijo e 14,8
fiambre 52
logurte liquido 8,0 2,9
Cenoura 111 3,9
Cereais 3,5 1,2
Salmio 12,3 4.4
Leite 3,2 1,1
Requeijao 28,6 10,2
Aclicar 4,7 1,7
Gengibre 20,8 7.4
Carne de peru 7,9 2.8
Filete de pescada 18,5 6,5
Aguardente 19 0,7
Ovos de consumo 7,1 2,5

Tabela 5.17 - Limites de repetibilidade e coeficientes de variacdo de repetibilidade para o

cadmio
Matriz Limite de repetibilidade C.V. (%)
(%)
Refeicdo 7,3 2,6
Cha 4,8 1,7
Rolinho com queijo e 17,5 6.2
fiambre

logurte liquido 5,9 2,1
Cenoura 12,5 4.4
Cereais 7,6 2,7
Salméo 14,1 5,0
Leite 5,5 1,9
Requeij&o 26,3 9,3
Aclicar 5,7 2,0
Carne de peru 9,7 3,4
Filete de pescada 19,7 7,0
Aguardente 8,5 3,0
Ovos de consumo 9,7 3,4
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Tabela 5.18 - Limites de repetibilidade e coeficientes de variacao de repetibilidade para o

chumbo
Matriz Limite de repetibilidade CV. (%)
(%)
Refeicdo 5,3 1,9
Cha 24,4 8,7
Rolinho com queijo e 16,8 6.0
fiambre
logurte liquido 7,8 2.8
Cenoura 36,0 12,8
Cereais 17,7 6,3
Salméao 23,1 8,2
Leite 313 11,1
Requeijao 48,9 17,3
Aclcar 49,7 17,6
Gengibre 31,4 11,1
Carne de peru 40,6 14,4
Filete de pescada 31,5 11,2
Aguardente 19,0 6,7
Ovos de consumo 28,3 10,0
Tabela 5.19 - Limites de repetibilidade e co,efi_cientes de variagéo de repetibilidade para o
cromio
Matriz Limite de repetibilidade C.V. (%)
(%)
Refeicéo 5,4 1,9
Cha 7,3 2,6
Rolinho com queijo e 18,0 6.4
fiambre

logurte liquido 8,6 3.1
Cenoura 13,8 4.9
Cereais 6,1 2,2
Salméao 10,5 3,7
Leite 8,1 2,9
Requeijio 34,3 12,2
Aclcar 4,9 1,7
Gengibre 21,4 7,6
Carne de peru 81 2,9
Filete de pescada 18,1 6,4
Aguardente 3,2 1,1
Ovos de consumo 8,3 2,9
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Tabela 5.20 - Limites de repetibilidade e coeficientes de variacao de repetibilidade para o

niquel

Matriz Limite de {f/f:)etibilidade CV. (%)
Refeicdo 6,6 2,3
Cha 5,3 1,9
Rolinho com queijo e 17,0 6.0

fiambre

logurte liquido 10,3 3,6
Cenoura 10,1 3,6
Cereais 7,2 2,5
Salmao 11,1 3,9
Leite 4,7 1,7
Requeijao 27,2 9,7
Aclcar 9,2 3,3
Gengibre 43,1 15,3
Carne de peru 6,5 23
Filete de pescada 17,1 6,1
Aguardente 3,9 1,4
Ovos de consumo 7,1 2,5

Tabela 5.21 - Limites de repetibilidade globais e coeficientes de variacao de repetibilidade para
0s cinco elementos em analise

Limite de Repetibilidade

Elemento (%) C.V. (%)
Arsénio 8,8 31
Cadmio 11,0 39
Chumbo 17,8 6.3
Cromio 10,1 3,6

Niquel 10,2 3,6

A forma de determinar se os valores obtidos para o limite de repetibilidade sdo
admissiveis é avaliando o seu coeficiente de variagdo, que deve ser inferior a 10%. Os
resultados apresentados na Tabela 5.21, mostram que todos os valores obtidos para 0s
coeficientes de variacdo foram inferiores a 10%, o que permite concluir que o método em

estudo, em condicdes de repetibilidade, apresenta boa precisao.
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5.2.7.2 Precisdo intermédia

A precisdo intermédia foi determinada através da realizacdo de varios ensaios em
duplicado, em dias diferentes.

Em rotina, o que esta estabelecido é ler-se um duplicado por série, contudo no inicio
do processo de validacdo impera a necessidade de se efetuarem véarios duplicados de forma a
poder-se estabelecer mais rapidamente um critério de aceitacdo para os duplicados, que é
aceite como sendo o limite superior de controlo destes, determinado através da carta de
duplicados.

Na Tabela 5.22 encontram-se os resultados obtidos para a analise da precisao
intermédia.

Tabela 5.22 - Resultados obtidos na analise de duplicados para os cinco elementos em anélise

Amplitude relativa

Elemento média (%) LSC (%)
Arsénio 41 13,3
Cédmio 45 14,5
Chumbo 8,7 28,4
Crémio 3,5 11,3

Niquel 4.2 13,7

Como se pode observar pela analise da Tabela 5.22, a amplitude relativa média
apresentou, para todos os elementos em estudo, valores inferiores a 10%, o que permite
afirmar que em condigdes de precisdo intermédia, 0 método apresenta uma boa precisao.

Através da analise dos duplicados, foi também possivel estabelecer um critério de
aceitacdo inicial para estes, através do calculo do limite superior de controlo dos mesmos,

obtendo-se os valores apresentados na Tabela 5.22.

3.2.8 Exatidao

O laboratorio engloba na sua rotina a participacdo em ensaios interlaboratoriais
promovidos por entidades reconhecidas por cada ciclo de acreditacdo, sendo um requisito da
entidade acreditadora — IPAC.

Para além da participacdo nestes ensaios, € também necessario que estes apresentem

um desempenho satisfatorio, isto €, que obtenham um Z-score < 2.
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Para avaliar a exatiddo do método em estudo, foram utilizadas amostras
remanescentes de ensaios interlaboratoriais, que sdo consideradas materiais de referéncia
certificados. Os MRC utilizados englobam varios géneros alimenticios e alimentos animais.

Através dos resultados obtidos na analise dos MRC e dos relatorios originais de

participacdo em EIL, foi possivel calcular os Z-scores, que constam da Tabela 5.23.

Tabela 5.23 - Z-scores obtidos através da analise de MRC

Z-scores
AAFCO
AAFCO AAF.CO Poultry AAFCO FAPAS AAF.CO FAPAS
Elemento  Lamb Dair Swine
Game Llama Powdered Chocolate
o Beef Bird Feed Rice Feed,
Medicated Feed Medicated
Feed
Arsénio 0,45 0,10 0,05 0,84 0,00 0,42
Céadmio 0,91 0,92 0,31 0,49 0,00 0,88 0,00
Chumbo 0,55 1,50 0,73 1,18 0,01 0,85 0,01
Crémio -1,73 -0,74 -0,68 -0,53 -1,04
Niquel -1,15 -1,69 -0,52 -0,77 -1,14

A avaliacdo da exatiddo do método através da analise de MRC permite concluir que
0 método em estudo é exato, pois todos os valores de Z-scores obtidos sdo inferiores a 2, ou

seja, satisfatorios.

5.2.9 Incertezas

De forma a calcular as incertezas associadas aos resultados obtidos, foram utilizados
0s dados resultantes do processo de validagdo, com a finalidade de serem combinadas as
componentes da incerteza associadas a precisao e a exatidao.

A estimativa da incerteza associada a precisdo foi calculada através da carta de
duplicados, lidos em condicGes de precisao intermédia, enquanto a componente da incerteza
associada a exatidao foi obtida através da analise de amostras fortificadas, recuperagdes, pois
0 numero de MRC disponiveis ndo era suficiente, para além de que ndo sao lidos em rotina
no laboratério.

Os resultados obtidos no célculo das incertezas, séo apresentados na Tabela 5.24.
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Tabela 5.24 - Incertezas obtidas na analise dos elementos em estudo

Elemento Upreciso Uexatidio Ucombinada U (%)
Arsénio 0,0359 0,0076 0,0367 8
Cadmio 0,0395 0,0051 0,0398 8
Chumbo 0,0770 0,0088 0,0775 16
Croémio 0,0341 0,0075 0,0349 7
Niquel 0,0372 0,0055 0,0376 8
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Capitulo 6

Concluséao






6 — Conclusao

O presente trabalho teve como objetivo a validacgdo e a verificacdo da adequabilidade
as necessidades do laboratorio ALS Controlvet de um método de analise multielementar de
alimentos por espetrometria de massa com plasma acoplado indutivamente. Além da
validagdo do método, o estagio realizado em ambiente empresarial permitiu também
desenvolver competéncias a nivel laboral e adquirir novos conhecimentos.

A espetrometria de massa com plasma acoplado indutivamente é uma técnica que se
apresenta como tendo uma elevada sensibilidade e exatiddo, resultando assim numa inegavel
eficiéncia na analise de elementos.

Contudo, é possivel que ocorram interferéncias, quer espectrais quer ndo espectrais.
Como tal, e de forma a garantir a fiabilidade dos resultados o trabalho iniciou-se com a
realizacdo de estudos que permitiram estipular quais as condi¢Ges experimentais que melhor
eliminam as interferéncias formadas, chegando-se a conclusdo que a célula de colisdo se
revelava mais eficiente na remocao de interferéncias para um fluxo de hélio de 5 ml/min e
energia de discriminacéo de 5 V.

Realizaram-se também estudos que permitiram determinar os elementos a utilizar
como padrdes internos, tendo sido selecionados para o efeito o germéanio 72, o rédio 103 e o
iridio 193.

Iniciou-se a validacdo do método pela verificacdo da linearidade de resposta nas
curvas de calibracdo através da preparacdo e leitura de padrdes e um ensaio em branco,
seguido do tragado das respetivas retas. A analise visual das curvas de calibracdo obtidas,
bem como avaliagdo dos respetivos coeficientes de correlagdo, permitiu confirmar a
linearidade das gamas de trabalho em analise. Esta foi verificada por analise visual e também
por avaliacdo dos residuos. Confirmou-se 0 bom ajuste linear existente, visto que nenhum

dos residuos ultrapassou o valor de 10%.
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A partir da analise de 10 brancos de méetodo em condicdes de precisdo intermédia,
determinou-se os critérios de aceitagdo dos mesmos. Também a partir da anélise dos brancos
foi possivel determinar os limiares analiticos para os elementos em anélise.

A avaliagdo da seletividade e especificidade do método foi efetuada através da
realizacdo de ensaios de recuperacdo, utilizando para tal amostras reais fortificadas. Os
resultados obtidos cumpriram o critério de aceitacéo estabelecido, 100 + 30%, o que permite
concluir que o método é seletivo e especifico.

A precisdo do método foi verificada através da avaliacdo da repetibilidade e da
precisdo intermédia. Em termos de repetibilidade, a precisdo foi avaliada através da analise
de 10 réplicas das mesmas amostras, para as quais foram obtidos coeficientes de variacéo
inferiores a 10%. A precisdo intermedia foi avaliada atraves da analise de amostras em
duplicado, obtendo-se valores de amplitude média relativa inferiores a 10%. Como as duas
componentes avaliadas apresentaram valores aceitaveis, é possivel afirmar que o método
apresenta uma precisdo adequada ao uso a que se destina.

Para a avaliacdo da exatiddo do metodo, utilizaram-se amostras remanescentes de
ensaios interlaboratoriais, consideradas materiais de referéncia certificados. Todos 0s
resultados dos teores de metais em estudo correspondem a valores de z-score inferiores a 2,
ou seja, satisfatérios, permitindo assim afirmar que o método tem uma exatiddo satisfatéria.

Finalizada a analise de todos os parametros necessarios a validagdo de um método
analitico, é possivel afirmar que o método em estudo se encontra validado, pois foram obtidos
valores satisfatérios para todos os parametros analisados, demonstrando assim a
adequabilidade do método as necessidades do laboratorio.

Concretizada a validagcdo do método, é necessario que o laboratorio realize um
controlo continuado da sua execucgéo, de forma a garantir que as condi¢cOes de validade do

método se mantenham, garantindo assim a fiabilidade dos resultados.
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ANexos

Anexo | — Andlise de sddio por FAAS

Em paralelo com a validacdo do método de ICP-MS o presente estagio incluiu
também outras atividades dentro da rotina do laboratério com especial relevancia para a
determinacdo de sodio em géneros alimenticios. Por esta razdo apresenta-se abaixo o

principio da metodologia e um enquadramento da relevancia desta determinacao.

Breve resumo da metodologia: Incineracdo da amostra a 550 graus C, digestdo da
cinza com &cido nitrico, afericdo do extrato e analise de sddio por absor¢do atomica de chama

em equipamento com fonte continua de lampada de Xénon.

Importancia da determinacao de sédio: A ingestdo de sal é reconhecida como um
fator de risco para hipertensao arterial por isso foi estabelecido na regulamentacdo europeia
que define as regras para a rotulagem nutricional (Regulamento 1169/2011) que o teor de sal
€ um parametro de rotulagem obrigatdrio [61]. Um dos objetivos do referido regulamento
consiste em fornecer ao consumidor dados que lhe permitam fazer escolhas informadas
relativamente a ingestdo dos produtos que seleciona e consume. Com este fim este
regulamente estabelece que na rotulagem deve ser usado o termo «sal» e que o valor rotulado
corresponde ao equivalente de sal calculado a partir do teor de sodio e da respetiva proporgao
estequiométrica. Uma vez que a maioria dos géneros alimenticios sdo obrigados (0s casos
isentos encontram-se definidos no Anexo V do referido regulamento) a declaracéo nutricional
obrigatdria e que esta exige a rotulagem do teor de sal, a analise de sodio é face ao exposto
compreensivelmente muito solicitada [62].

Outro exemplo de legislacdo em que a determinacdo de sédio & preponderante
encontra-se na Lei n.° 75/2009 que estabelece limite ao teor de sal em pdo com o objetivo de
reducdo do teor de sal no pdo. Esta legislacdo define que o teor maximo permitido para o
conteudo de sal no péo, apos confecionado corresponde a 0,55 g de sodio por 100 g de péo

confecionado.
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Anexo Il — Performance Report

T T AN S

NN AR A AR AR AN ARSI WA f

Sensitivity
Mass 7 89 205
Range 5000 2.0E4 2.0E4
Count 2495.37 16772.20 14302.15
RSD% 2.2 2.8 24
Integration Time 0.100 sec
Sampling Period 0.311 sec
Oxide 156/140 1.15%
Doubly Charged 70/140 1.12%
|
— L
AU - S
Resolution/Axis
Mass 7 89 205
Height 2506 16770 14399
Axis 6.95 89.00 205.00
W-50% 0.68 0.60 0.56
W-10% 0.78 0.72 0.74
Integration Time 0.100 sec
Acquisition Time 22.740 sec
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Anexo 11 — Tune Report

Batch Folder
Acq. Date-Time
Report Comment
Instrument Name
[He]

G8403A JP15501213

W_JM‘_WW/—\NK

e N T T

Mass

59
89
205

Mass

59
89
205

Mass

59
89
205

Mass

59
89
205

Ratio (oxide)
Ratio (2+)

Range

5000
2000
10000

Resp Ratio
(Actual)

RSD%
(Actual)

3.90
4.15
2.81

Background

Count
(Actual)

Response
(Actual)

[cps/ug/I]
1880
1141
5472

Resp Ratio
(Required)

RSD%
(Required)

Background

(Actual)
0.00
0.50
0.40

156/140
70/140

(Required)

0.234 %
1.188 %

89

Response
(Required)
[cps/ug/I]

Resp Ratio

RSD%
(Flag)

(Flag)

Background
(Flag)

Response
(Flag)






Anexo IV - Resultados obtidos nos ensaios de recuperacéo para todas
as amostras fortificadas

Tabela IV.1 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de resuperacfes da amostra refei¢do para 0s 5
elementos em estudo

Amostra Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Crémio (%)  Niquel (%0)

(%)
D1 101,15 96,53 94,91 97,96 94,48
D2 99,00 95,27 93,72 95,74 90,19
D3 103,60 101,50 98,46 102,30 97,10
D4 100,94 92,76 94,82 95,42 95,02
D5 99,89 96,35 97,56 96,65 96,34
D6 100,70 95,49 93,94 96,95 91,29
D7 99,24 90,71 94,17 99,23 94,35
D8 99,97 93,49 94,57 97,25 93,50
D9 100,50 98,18 95,80 98,43 92,54
D10 101,93 96,15 95,04 97,59 93,64

Tabela IV.2 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recuperac@es da amostra cha para os 5
elementos em estudo

Amostra Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Crémio (%)  Niquel (%0)

(%)
D1 96,74 94,44 117,70 101,90 91,92
D2 99,96 97,62 112,37 100,54 92,71
D3 99,79 101,31 93,89 88,06 86,52
D4 100,50 101,30 114,94 94,37 93,06
D5 96,20 98,05 114,13 93,22 87,61
D6 96,81 99,79 93,20 95,60 93,18
D7 94,74 98,38 80,81 86,69 79,11
D8 99,14 101,03 112,17 94,52 88,69
D9 99,96 99,38 91,97 94,80 90,01
D10 98,03 100,77 108,58 89,98 84,91

Tabela IV.3 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recupera¢@es da amostra rolinho com
queijo e fiambre para os 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Cromio (%)  Niquel (%)

(%)
D1 106,66 95,74 93,09 95,63 83,74
D2 106,87 100,28 98,91 99,12 91,73
D3 108,64 95,41 99,44 98,42 87,28
D4 114,08 98,34 96,73 99,86 89,28
D5 110,73 101,86 98,90 103,26 94,61
D6 108,98 101,64 96,26 94,58 83,11
D7 112,92 101,01 97,79 112,35 87,73
D8 112,04 101,57 97,42 97,21 86,00
D9 110,61 98,24 95,27 98,29 85,73
D10 129,41 120,74 116,15 117,06 106,50
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Tabela V.4 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recuperacdes da amostra iogurte liquido
para 0s 5 elementos em estudo

Amostra  Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Cromio (%)  Niquel (%)

(%)
D1 111,01 101,24 98,99 101,75 88,08
D2 107,22 97,01 98,16 101,99 83,96
D3 115,45 100,60 105,02 105,39 92,97
D4 105,77 98,68 95,69 95,28 82,82
D5 108,25 99,80 100,24 98,56 84,32
D6 108,80 103,13 96,16 99,47 85,58
D7 111,47 98,45 99,33 102,48 85,66
D8 106,70 99,56 99,72 101,02 84,55
D9 108,23 97,99 97,53 98,25 79,70
D10 107,44 99,33 99,62 99,30 85,41

Tabela IV.5 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recupera¢Ges da amostra cenoura para 0s 5
elementos em estudo

Amostra Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Crémio (%)  Niquel (%0)

(%)
D1 87,43 88,66 99,96 83,37 85,83
D2 85,55 88,81 92,58 82,22 85,89
D3 86,57 95,32 76,08 83,80 83,53
D4 86,01 94,26 76,36 83,16 83,96
D5 94,68 98,28 104,93 93,94 93,39
D6 85,88 97,15 76,76 83,71 83,52
D7 90,43 96,50 105,43 88,96 86,07
D8 85,71 89,63 75,53 83,50 84,27
D9 87,28 95,64 77,24 86,99 84,28
D10 86,55 92,30 77,82 84,18 87,66

Tabela IV.6 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recupera¢des da amostra cereais para 0s 5
elementos em estudo

Amostra Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Crémio (%)  Niquel (%0)

(%)
D1 106,29 97,97 98,28 97,68 96,22
D2 105,75 99,12 80,05 99,53 95,01
D3 103,90 92,37 92,91 96,78 92,22
D4 105,21 99,57 85,76 99,24 98,73
D5 107,00 94,98 101,92 95,78 94,96
D6 108,23 106,82 90,41 98,91 100,04
D7 106,28 100,16 88,52 99,58 100,08
D8 105,42 95,30 94,79 96,26 95,22
D9 107,29 98,64 84,87 99,22 98,59
D10 102,96 95,15 95,79 94,08 94,16
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Tabela 1V.7 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recuperacdes da amostra salméo para 0s 5
elementos em estudo

Amostra  Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Cromio (%)  Niquel (%)

(%)
D1 102,64 89,89 89,28 74,93 88,60
D2 90,07 92,46 94,73 72,21 87,25
D3 92,80 89,50 79,26 74,36 89,58
D4 98,29 87,77 103,61 71,95 86,73
D5 104,32 94,07 98,79 77,17 95,27
D6 100,16 92,51 76,05 71,33 88,18
D7 97,17 88,28 99,14 73,33 89,59
D8 117,95 102,45 102,22 81,32 93,99
D9 96,96 92,13 93,46 74,35 89,15
D10 100,00 89,58 90,52 72,29 84,92

Tabela 1V.8 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recuperagGes da amostra leite para 0s 5
elementos em estudo

Amostra Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Crémio (%)  Niquel (%0)

(%)
D1 102,61 98,91 85,23 92,89 93,84
D2 105,37 101,64 109,56 96,50 96,26
D3 103,35 100,34 85,67 96,20 97,67
D4 104,93 98,72 106,83 96,84 99,43
D5 105,77 97,81 106,50 95,72 95,09
D6 104,34 103,92 85,22 95,59 97,38
D7 103,96 98,28 86,04 95,00 95,13
D8 104,64 98,57 115,86 95,94 98,13
D9 104,74 99,61 85,12 95,90 98,49
D10 106,32 98,29 104,02 105,90 96,73

Tabela 1V.9 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recupera¢fes da amostra requeijao para 0s
5 elementos em estudo

Amostra Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Crémio (%)  Niquel (%0)

(%)
D1 103,97 103,40 74,97 102,28 97,93
D2 105,77 98,87 93,04 99,94 97,33
D3 103,01 101,38 74,34 96,96 95,53
D4 102,29 97,22 92,95 97,29 94,73
D5 103,10 96,97 86,71 97,34 93,93
D6 102,84 98,75 71,14 99,28 97,13
D7 103,46 99,92 93,72 100,11 95,93
D8 102,12 102,65 69,42' 99,23 93,53
D9 108,14 105,18 73,30 108,88 100,73
D10 135,48' 127,81 113,62 136,34’ 123,73
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Tabela 1V.10 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recuperacfes da amostra acUcar para 0s 5
elementos em estudo

Amostra  Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Cromio (%)  Niquel (%)

(%)
D1 94,02 89,00 70,80 87,07 82,93
D2 94,37 89,45 96,36 86,75 81,51
D3 96,41 89,28 62,88 89,48 83,10
D4 96,16 88,26 59,47 89,81 85,07
D5 93,83 88,24 72,79 88,74 91,70
D6 98,89 92,29 89,20 92,49 88,10
D7 94,85 89,95 65,96 89,37 85,47
D8 95,77 88,37 85,82 88,85 85,31
D9 96,00 87,45 79,72 89,25 84,87
D10 95,99 90,69 61,43' 90,49 85,50

Tabela IV.11 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recuperagdes da amostra gengibre para os
5 elementos em estudo

Amostra Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Crémio (%)  Niquel (%0)

(%)
D1 94,02 0,55 73,42 74,37 93,67
D2 79,38 19,97 98,31 65,03 72,12
D3 101,21 5,72 91,72 67,91 87,88
D4 106,60 328,81 78,90 69,18 58,52
D5 101,00 722,48 96,08 80,75 128,55
D6 110,71 68,47 86,39 85,48 47,45
D7 112,98 71,50 97,19 81,98 62,41
D8 91,28 154,90 74,66 87,23 132,28
D9 110,21 26,26 102,56 70,40 88,41
D10 83,87 316,56 76,96 91,06 91,94

Tabela 1V.12 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recuperagdes da amostra carne de peru
para 0s 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Crémio (%)  Niquel (%0)

(%)
D1 101,69 102,91 65,36 100,86 94,81
D2 103,78 101,24 66,17 101,80 94,06
D3 101,45 100,83 83,91 105,66 92,56
D4 98,55 96,56 86,44 100,33 91,02
D5 103,56 102,66 63,68 103,45 96,42
D6 99,16 102,30 61,56 101,04 90,99
D7 99,12 96,97 80,49 100,02 93,56
D8 98,81 99,05 59,82 98,99 91,77
D9 101,93 104,06 82,18 101,72 93,39
D10 97,78 96,37 79,06 98,69 90,59
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Tabela 1V.13 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recuperag¢fes da amostra filete de pescada
para 0s 5 elementos em estudo

Amostra  Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Cromio (%)  Niquel (%)

(%)
D1 95,53 99,03 85,70 97,79 98,23
D2 97,43 98,30 89,66 95,89 98,68
D3 93,73 99,07 101,14 92,93 95,57
D4 95,84 98,35 99,17 93,41 96,55
D5 98,09 95,25 82,73 95,55 94,65
D6 95,26 98,60 93,68 93,91 94,94
D7 96,61 110,83 84,65 97,55 102,46
D8 93,84 94,85 95,48 97,77 96,64
D9 126,35 121,41 118,15 113,85 114,53
D10 93,75 94,38 98,78 93,59 96,12

Tabela 1V.14 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de recuperagdes da amostra aguardente para
0s 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Crémio (%)  Niquel (%0)

(%)
D1 127,55 97,80 93,03 96,09 91,78
D2 116,49 96,56 86,15 94,68 90,61
D3 129,99 96,99 96,22 95,70 90,33
D4 113,37 92,67 85,22 97,47 89,87
D5 127,62 96,94 106,20 96,17 91,16
D6 113,53 92,68 87,71 94,81 92,23
D7 113,21 101,90 89,86 94,93 93,57
D8 126,07 98,79 86,99 95,96 89,95
D9 113,98 97,77 102,72 94,65 91,24
D10 126,84 99,21 97,96 94,12 91,63

Tabela 1V.15 - Resultados obtidos nas 10 réplicas de resuperacfes da amostra ovos de consumo
para 0s 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio (%) Cadmio (%) Chumbo Crémio (%)  Niquel (%0)

(%)
D1 99,38 89,63 103,21 66,90 97,70
D2 102,59 96,72 83,69 72,92 101,11
D3 101,98 93,43 90,46 74,91 103,74
D4 105,55 98,43 109,46 75,20 103,78
D5 103,19 96,10 84,13 71,24 101,75
D6 101,48 92,41 106,21 71,52 105,18
D7 100,36 95,28 112,00 69,47 102,22
D8 103,77 93,37 87,01 74,79 104,34
D9 103,25 94,48 88,47 71,06 100,16
D10 103,56 91,08 103,27 73,58 100,89
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Anexo V — Concentragdes obtidas na leitura das amostras utilizadas
para o calculo dos limites de repetibilidade para os cinco elementos em
analise

Tabela V.1 — Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra refeicdo
para 0s 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Cadmio Chumbo Cromio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

D1 980,14 103,29 919,68 952,94 994,74
D2 964,58 102,58 913,05 936,49 957,94
D3 999,98 107,73 950,41 991,20 1016,56
D4 984,16 100,20 924,52 934,13 1005,79
D5 994,16 105,64 970,90 965,60 1038,03
D6 986,52 103,30 920,29 953,44 973,58
D7 976,81 99,04 926,85 980,36 1007,88
D8 984,73 101,85 931,53 961,69 1000,28
D9 977,63 105,26 931,95 961,22 979,47
D10 1016,09 105,60 947,33 976,47 1012,68

Tabela V.2 - Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra cha para
0s 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Cadmio Chumbo Crémio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

D1 1067,30 121,35 1677,40 2134,40 2600,08
D2 1090,69 123,67 1614,70 2112,21 2599,88
D3 1083,59 126,76 1427,24 1984,33 2534,15
D4 1090,18 126,71 1633,41 2045,91 2598,01
D5 1056,99 124,44 1636,06 2043,28 2552,70
D6 1059,65 125,80 1425,52 2063,46 2604,53
D7 1018,34 122,25 1285,46 1956,41 2448,27
D8 1081,82 126,95 1611,83 2052,10 2559,54
D9 1081,44 124,48 1404,89 2046,83 2564,98
D10 1078,95 127,53 1585,39 2014,74 2529,33

Tabela V.3 - Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra rolinho
com queijo e fiambre para os 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Céadmio Chumbo Crémio Niquel

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
D1 1059,86 102,79 933,29 1011,13 1012,60
D2 1069,95 108,04 998,40 1053,14 1098,63
D3 1079,07 102,43 995,80 1038,32 1047,32
D4 1114,85 103,78 953,71 1036,77 1052,95
D5 1069,33 106,02 963,33 1057,95 1093,94
D6 1078,57 108,24 960,97 996,97 1003,04
D7 1104,44 106,45 964,73 1159,35 1038,50
D8 1097,96 107,19 962,99 1013,52 1023,35
D9 1097,28 105,12 953,37 1035,96 1030,99
D10 1259,90 125,19 1139,00 1200,49 1217,19
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Tabela V.4 — Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra iogurte
liquido para os 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Cadmio Chumbo Cromio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

D1 1091,77 101,52 973,54 1000,72 1027,39
D2 1053,65 97,28 964,65 1002,27 986,23
D3 1138,10 101,13 1035,34 1038,99 1077,65
D4 1035,73 98,59 937,05 933,04 972,18
D5 1064,62 100,10 985,84 969,28 990,46
D6 1081,12 104,43 955,47 988,33 1011,55
D7 1103,22 99,39 983,11 1014,24 1008,96
D8 1053,49 100,25 984,56 997,44 995,98
D9 1054,86 97,46 950,62 957,57 937,94
D10 1055,38 99,52 978,59 975,44 1000,18

Tabela V.5 - Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra cenoura
para 0s 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Céadmio Chumbo Crémio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

D1 849,48 89,09 1138,39 820,93 901,47
D2 824,51 88,54 1059,34 803,29 895,29
D3 846,10 96,11 910,71 829,84 883,84
D4 844,20 95,47 916,59 827,09 891,58
D5 937,81 100,30 1206,49 941,28 992,55
D6 847,64 98,83 924,71 837,06 891,85
D7 902,82 99,29 1219,75 899,07 926,86
D8 844,28 91,24 911,08 833,30 897,61
D9 854,65 96,60 923,49 862,73 892,85
D10 849,50 93,55 931,01 837,15 927,92

Tabela V.6 — Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra cereais
para 0s 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Céadmio Chumbo Crémio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

D1 1171,92 150,68 1079,85 1020,52 1113,74
D2 1171,05 152,22 905,12 1042,86 1105,95
D3 1168,79 147,01 1045,53 1030,65 1092,64
D4 1173,12 153,35 967,14 1046,93 1149,32
D5 1167,48 146,75 1104,66 991,91 1091,36
D6 1201,72 160,39 1012,04 1042,54 1161,07
D7 1192,05 154,73 1001,38 1058,16 1170,54
D8 1176,40 149,24 1057,47 1018,59 1115,70
D9 1176,32 150,85 944,66 1030,74 1132,00
D10 1146,87 148,62 1062,53 992,23 1100,50
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Tabela V.7 - Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra salmao
para 0s 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Cadmio Chumbo Cromio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

D1 1839,51 92,45 1065,82 912,94 905,53
D2 1702,08 93,74 1107,10 875,96 880,20
D3 1726,33 90,59 953,03 895,03 900,66
D4 1766,76 87,70 1177,39 861,69 860,88
D5 1837,13 94,88 1142,44 921,13 954,53
D6 1810,83 94,69 931,09 874,26 897,88
D7 1777,07 90,11 1155,78 890,92 908,01
D8 1987,72 104,58 1190,98 973,65 955,86
D9 1776,48 94,06 1101,11 902,15 905,02
D10 1783,63 89,48 1051,31 865,25 843,73

Tabela V.8 — Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra leite
para os 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Céadmio Chumbo Crémio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

D1 1022,34 101,36 1015,21 936,64 942,31
D2 1043,65 103,47 1250,69 966,77 960,70
D3 1013,23 101,18 1005,89 954,22 964,85
D4 1032,76 99,96 1217,08 964,15 985,84
D5 1046,72 99,60 1219,65 958,34 948,38
D6 1013,41 103,73 993,77 939,54 953,07
D7 1015,61 98,82 1006,64 939,20 936,68
D8 1025,07 99,37 1300,44 950,87 968,53
D9 1024,87 100,27 998,93 949,39 970,93
D10 1025,05 97,58 1168,64 1031,94 939,96

Tabela V.9 — Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra
requeijdo para os 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Céadmio Chumbo Crémio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
D1 1003,17 99,76 723,33 986,89 945,58
D2 1038,59 97,08 913,63 981,38 956,40
D3 1017,06 100,10 734,01 957,39 943,92
D4 1007,98 95,80 915,99 958,71 934,17
D5 1009,63 94,96 849,12 953,15 920,49
D6 1022,26 98,16 707,14 986,90 966,20
D7 1024,75 98,97 928,27 991,62 950,87
D8 996,07 100,12 677,17 967,94 912,99
D9 1072,83 104,35 727,19 1080,14 1000,00
D10 1352,68 127,60 1134,39 1361,23 1236,02
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Tabela V.10 — Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra agucar
para 0s 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Cadmio Chumbo Cromio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

D1 934,60 88,47 703,73 868,80 846,92
D2 933,28 88,46 952,89 861,18 828,72
D3 945,94 87,60 616,91 881,27 837,91
D4 931,10 85,46 575,82 872,83 846,24
D5 921,73 86,68 715,05 875,04 923,38
D6 973,67 90,88 878,29 913,95 890,11
D7 918,72 87,13 638,85 868,91 850,45
D8 945,23 87,22 846,99 880,22 864,59
D9 932,08 84,91 773,99 869,78 846,60
D10 944,04 89,19 604,13 893,24 863,49

Tabela V.11 - Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra
gengibre para os 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Céadmio Chumbo Crémio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
D1 1478,22 169,82 824,03 1186,01 1882,21
D2 1336,00 190,28 1075,05 1095,90 1671,06
D3 1532,00 175,95 989,74 1110,08 1809,34
D4 1599,79 495,79 876,01 1132,29 1531,40
D5 1543,94 885,12 1045,58 1246,47 2223,95
D6 1633,62 237,70 944,72 1288,30 1418,83
D7 1670,05 241,58 1063,12 1264,14 1573,79
D8 1446,01 323,31 832,29 1308,92 2258,24
D9 1624,01 196,08 1099,36 1137,05 1817,90
D10 1380,13 485,66 861,62 1354,61 1867,94

Tabela V.12 — Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra carne
de peru para 0s 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Céadmio Chumbo Crémio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

D1 998,92 110,90 642,03 992,82 942,44
D2 1020,61 109,38 650,75 1003,29 936,23
D3 1007,22 109,92 833,10 1051,19 930,12
D4 958,67 103,74 840,82 978,04 896,54
D5 1015,26 110,47 624,31 1016,36 956,47
D6 989,97 111,96 614,59 1010,88 919,63
D7 958,94 103,64 778,73 969,80 916,37
D8 952,66 105,31 576,73 956,50 895,94
D9 1018,09 113,75 820,82 1018,05 943,93
D10 961,26 104,56 777,27 972,34 901,69
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Tabela V.13 — Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra filete
de pescada para os 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Cadmio Chumbo Cromio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

D1 1506,55 121,21 876,04 989,77 1003,45
D2 1523,47 120,36 913,05 969,95 1006,32
D3 1496,51 122,04 1033,40 950,18 985,29
D4 1529,63 122,62 1027,25 967,09 1007,51
D5 1540,89 118,49 855,45 977,52 978,15
D6 1523,52 122,83 972,63 971,63 991,20
D7 1525,37 133,59 873,26 996,00 1053,25
D8 1508,11 118,98 988,90 1008,25 1006,49
D9 1836,75 145,95 1219,95 1174,02 1190,22
D10 1512,71 119,06 1027,21 972,54 1007,06

Tabela V.14 — Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra
aguardente para os 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Céadmio Chumbo Crémio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

D1 135,96 13,30 138,47 130,64 124,78
D2 136,20 13,15 129,34 128,96 123,42
D3 136,49 13,24 143,32 130,62 123,29
D4 135,68 12,57 127,63 132,24 121,94
D5 133,74 12,96 154,02 128,62 121,92
D6 136,25 12,63 131,49 129,18 125,66
D7 136,07 13,87 134,26 129,17 127,33
D8 136,73 13,51 130,94 131,20 122,99
D9 134,68 13,17 150,34 127,47 122,88
D10 136,35 13,53 145,56 128,33 124,93

Tabela V.15 - Resultados de repetibilidade obtidos na leitura das 10 réplicas da amostra ovos
de consumo para 0s 5 elementos em estudo

Amostra Arsénio Céadmio Chumbo Crémio Niquel
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

D1 962,26 86,78 1100,62 875,44 946,76
D2 1000,69 94,34 917,59 938,99 987,02
D3 982,46 90,01 972,76 949,39 1000,17
D4 1038,06 96,81 1177,83 967,35 1021,44
D5 1018,82 94,88 931,93 931,18 1005,41
D6 997,28 90,81 1145,00 930,61 1034,40
D7 966,85 91,80 1180,27 896,96 985,57
D8 1011,93 91,05 949,75 957,06 1018,33
D9 1031,28 94,37 984,90 937,49 1001,21
D10 1003,92 88,29 1102,34 941,00 978,82
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