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Resumo

Caetano, Thales Matheus Santos da Silva; Godoy, José Marcus de
Oliveira. Estudo comparativo das concentracoes de arsénio, e
suas fragdes orginicas e inorginicas, em amostras de pescado
das regioes das Costas Verde e do Sul do Estado do Rio
de Janeiro.. Rio de Janeiro, 2024. 70p. Dissertacao de Mestrado —
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

As Regioes das Costas Verde e do Sol sdo regides litoraneas do Estado
do Rio de Janeiro e se situam no sul e no norte do estado, respectivamente.
Na Regiao da Costa do Sol existem evidéncias do papel da formagao Barreiras
como fonte do aporte de arsénio para os sedimentos costeiros e, consequente-
mente, para o pescado dessa regiao quando comparada com outras regides. A
hipétese de trabalho é a existéncia de maiores concentragoes de As no pescado
oriundo dessa regiao quando comparada com a outra regiao pesqueira do Es-
tado do Rio de Janeiro, a Costa Verde. A concentracao limite para arsénio em
pescado, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é de 1
mg kg!, mas sabe-se que as espécies organicas de As como arsenobetaina com-
poem aproximadamente de 70% a 95% dos peixes e sao atoxicas. Desta forma,
para uma adequada interpretacao do significado da presenca de As no pescado,
a diferenciacao entre as inorgénicas, toxicas, das espécies orgéanicas toxicas e
nao toxicas, faz-se necessaria. As amostras foram coletadas pela Fundagcao In-
stituto de Pesca do Estado do Rio de Janeiro (FIPERJ) e foram encaminhadas
para a Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz), onde foi retirada a parte referente ao
filé, e entdo encaminhadas para a Pontificia Universidade Catélica (PUC-Rio)
para a determinacao e especiacao de As. As técnicas utilizadas foi espectrome-
tria de fluorescéncia atoémica acoplado ao gerador de hidretos, ao fotorreator
ultravioleta e ao cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC-UV-GF-AFS)
para determinar a quantidade de cada espécie de As e espectrometria absorcao
atomica acoplado a forno de grafite (GFAAS) para determinagao de As total
nas amostras. Foram feitos testes de extracao de arsénio empregando amostras
de referéncia certificadas, visando a sua especiacao em amostras de pescado, e o
método de extracao escolhido foi dcido nitrico 2% (v/v) para determinagao de
arsénio total no GF-AAS, com indice de recuperagao de até 100% reportado

na literatura. Apos realizar as curvas analitica nos equipamentos, seguiu-se



para determinacoes de As total e especiagdo de As. Os resultados obtidos
mostraram que poucas amostras apresentaram concentracao de As acima do
limite estimado pela ANVISA de 1 mg kg'. Considerando as amostras com
concentracdo de As acima de 0,8 mg kg, constatou-se que de 70% a 95% de
As encontra-se na forma de AsB, ressaltada a importancia da especiacdo na

avaliacao da concentracdo de arsénio em amostras de pescado.

Palavras-chave

Arsénio; Toxicologia; Frutos-do-mar.



Abstract

Caetano, Thales Matheus Santos da Silva; Godoy, José Marcus de
Oliveira (Advisor). Comparative study of arsenic concentrations,
and its organic and inorganic fractions, in fish samples from
the Green Coast and Southern regions of the state of Rio
de Janeiro.. Rio de Janeiro, 2024. 70p. Dissertacao de Mestrado —
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

The Costa Verde and Costa do Sol Regions are coastal regions of the
State of Rio de Janeiro and are located in the south and north of the state,
respectively. In the Costa do Sol region there is evidence of the role of the
Barreiras formation as a source of arsenic input to coastal sediments and,
consequently, to fish in this region when compared to other regions. The
hypothesis is the existence of higher concentrations of arsenic in fish from this
region when compared to fish from Costa Verde region. The limit concentration
for As in fish, according to the Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA), is 1 mg kg, but it is known that organic As species such as
arsenobetaine make up approximately 70 to 95% of fish and are non-toxic.
Therefore, for an adequate interpretation of the meaning of the presence of
arsenic in fish, the differentiation between inorganic, toxic, toxic and non-
toxic organic species is necessary. The samples were collected by the Fundacao
Instituto de Pesca do Estado do Rio de Janeiro (FIPERJ) and were sent to
the Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), where the part referring to the fish
beef was removed, and then sent to Pontificia Universidade Catdlica (PUC-
RIO) for determination and speciation of As. The technique used was an
atomic fluorescence spectrometer coupled to a hydride generator, an ultraviolet
photoreactor and a high-performance liquid chromatograph (HPLC-UV-GF-
AFS) to determine the amount of each species of arsenic and atomic absorption
spectrometry coupled to a graphite furnace (GFAAS) to determine total
arsenic in the samples. Arsenic extraction tests were carried out using certified
reference samples, aiming at its speciation in fish samples, and the extraction
method chosen was 2% nitric acid (v/v) for determination of total arsenic
by GFAAS, with recovery rate of up to 100% reported in the literature.
After carrying out the analytical curves on the equipment, determinations of

total arsenic and arsenic speciation were carried out. The results obtained



showed that few samples presented arsenic concentration above the limit
estimated by ANVISA of 1 mg kg!. Considering the samples with arsenic
concentration above 0,8 mg kg™, it was found that 70% to 95% is in the form
of arsenobetaine, emphasizing the importance of speciation in the evaluation

of arsenic concentration in fish samples.

Keywords

Arsenic; Toxicology; Seafood.
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His key to the locks on the chains he saw
everywhere

But first he was stripped, and then he was
stabbed

By faceless men, well

He still stands

And he still gives his love, he just gives it
away

The love he receives is the love that is saved
And sometimes is seen a strange spot in the
sky

A human being that was given to fly

(Eddie Vedder), Given to Fly.



1
Introducao

1.1
Regioes da Costa do Sol e da Costa Verde e o projeto sobre
quantificagcao de As

A regiao da Costa do Sol com os municipios que a formam esta represen-

tada na figura 1.1 abaixo:
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Figura 1.1: Municipios que compdem a regiao da Costa do Sol (Araruama,
Arraial do Cabo, Cabo Frio, Armacao dos Buzios, Saquarema, Rio Bonito,
Rio das Ostras, Sao Pedro D’Aldeia, Macaé, Quissama, Carapebus, Iguaba
Grande, Casimiro de Abreu e Maricd). Gerado no Google Maps. Acesso livre

A formagao Barreiras é uma formacgao geoldgica rica em 6xido de ferro e
manganés, e é também considerada uma fonte de arsénio, sendo prevalente na
regiao costeira brasileira do Amapé ao norte do Estado do Rio de Janeiro.: 2

A presencga de As nos sedimentos costeiros da regiao do litoral do Estado
do Espirito Santo tem duas origens: os sedimentos da formacao Barreiras,
rica em arsénio, devido ao material erodido e transportado pelo Rio Doce e
carbonatos biogénicos, oriundos da erosdao de corais de recife, nos quais o As

se encontra incorporado.®
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Cabe ressaltar que esse enriquecimento de As em corais das regioes
afetadas pela formagao Barreiras é um efeito indireto da presenca de As nessa
formagcao geoldgica. (1,2)

Abaixo, a figura 1.2 representa a Regiao da Costa Verde, localizada entre

o litoral norte do Estado de Sao Paulo e litoral sul do estado do Rio de Janeiro:
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Figura 1.2: Municipios que compoem a regiao da Costa Verde (Mangaratiba,
Angra dos Reios, Itaguai, Paraty, Ubatuba, Caraguatatuba, Sao Sebastiao e
Ilha Bela). Gerado no google maps. Acesso livre

Em parceria com a UFF, FIPERJ, e a Fiocruz, a PUC-RIO participou
de um projeto de pesquisa voltado para o estudo comparativo da concentracao
de As total em espécies comerciais de pescado das duas regioes, de nomes
cientificos Priacanthus arenatus e Pomatomus Saltatrix (L.), conhecidos como
Olho-de-cao e Anchova, respectivamente, bem como da especiacdo do As
naquelas cuja concentracao de As total apresentasse acima do limite legal,
estipulado pela ANVISA, de 1 mg kg'. A espécie Priacanthus Arenatus tem
habitos noturnos e se alimenta de larvas, crusticeos e peixes pequenos, além de
ter o hébito de ficar 130 metros abaixo da superficie do mar. ® J4 os habitos
da espécie Pomatomus Saltatrix costumam ser distintos, permanecendo tanto
em regioes de mar aberto como frequentando as regioes costeiras para fins de

alimentacao.®
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Segundo a literatura, cerca de 70-95% do As presente em pescado

encontra-se na forma de AsB, a arsenobetaina, considerada atoxica. (©6)

1.2
Caracteristicas de As

Arsénio é um metaloide que ocorre em varias formas na natureza e
possui diferentes caracteristicas, de acordo com seu estado de oxidagao. Esse
elemento ocorre naturalmente em estados de oxidacao As*>, As*3 e As™! nos
seres vivos, solo, sedimentos, dgua e atmosfera. As substancias que contém As
desempenham diferentes impactos no meio em que se encontram. (1%

Substancias organicas e inorganicas que contém As em estados de oxida-
cao ITI (As™3) e V (As™) sdo consideradas mais téxicas que aquelas que contém
outros estados de oxidacao. (6,11-24) A¢ substAncias mais comuns de arsénio es-
tudadas em amostras de pescado estao nas formas de acido dimetilarsénico
(DMA), acido metilarsonico (MMA), arsenobetaina (AsB), arsenolipideos e
arsenoactcares. 2

A toxicidade de moléculas e compostos associados ao As*t ¢é maior
em relacdo ao As °T, tanto em moléculas organicas, como DMA e MMA,
quanto compostos inorganicos, sendo as espécies inorganicas mais toxicas que
as primeiras. (AsyO3). (25,26) Quas formas encontradas em solo, sedimentos,
atmosfera e dguas sao variadas.

No ambiente marinho, as espécies que contém As sdo encontradas em
seres vivos como peixes e frutos do mar, além da possibilidade de serem
encontrados também dissolvidos nas 4guas em suas formas oxoanionicas. *7 2%
Em mares e rios, a composicao de espécies de As** e As®" também pode
variar de acordo com a profundidade das dguas. Em partes mais oxidantes e
em aguas superficiais, a concentracao da espécie As®* serd predominante. Em
dguas subterraneas, regioes mais redutoras, ha predominancia da espécie As3T.
Outra fonte de arsénio sao os eventos vulcanicos, responsaveis por expelirem
muitas substancias quimicas na atmosfera e em aguas. Esse elemento também
é posto no ecossistema através de atividades industriais, como empresas de
metalurgia. (29)

E também fonte de As a atividade agricola, através de sua utilizagao
como preservador de madeiras.®® Observa-se, entdo, que a inser¢io de As no
ecossistema se da tanto de forma natural quanto antropogénica.(gl’ 32) Observa-
se, finalmente, que As é um elemento diversificado em questao de compo-
sicdo quimica, estrutura molecular (organicos) e de compostos inorgénicos.
Outros autores também mencionam esse ciclo de As como importante para

(29, 33, 34

a natureza. ) Arsénio também pode ser encontrado nas rochas tanto
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superficiais quanto subterraneas, em razao de oxidacao natural de sulfatos e
carbonatos juntos aos minerais. Uma outra fonte de As é a decomposicao de

microorganismos que contenham esse elemento, por fungos e bactérias, que

(35) Além dessas ocorréncias, ha também formas atoxi-

(36)

gera vapores de (AsHj).
cas que compoem a quantidade total de As em peixes e frutos do mar."”™ Tais
formas sdo as arsenobetainas, arsenolipideos e arsenoacicares.®” *® Arsenoli-
pideos, exatamente como o nome sugere, ¢ uma denominacao a um grupo de
moléculas que contém As junto a moléculas de lipideos. Estudados e reporta-
dos como atoxicos, arsenolipideos ainda sao objeto de estudos na investigagao
de toxicidade de As em frutos do mar. Alguns autores de artigos tentam enten-
der a funcao de arsenolipideos e se ocorrem naturalmente nesses animais. Ao
tentarem entender se esses grupos causam intoxicagdo, conseguiram verificar
que, na verdade, variavelmente ha a interacao desses arsenolipideos com fosfo-
lipideos nos seres vivos marinhos, e que a depender da quantidade de fésforo
nos fosfolipideos, o arsenolipideo entra no ambiente de forma natural.*” De
maneira analoga, os arsenoacucares sao grupos de acticares que contém As em
suas composicoes e compoem majoritariamente aguas vivas e frutos do mar,
como lulas e polvos. Apesar de serem reportados majoritariamente como ato-
xicos, os arsenoagucares, recentemente, tém sido objeto de estudo para avaliar
sua toxicidade nos organismos dos seres vivos.*?) A toxicidade de arsénio em
organismos vivos estd associada geralmente a interagao desse elemento com
moléculas que sao importantissimas para o ser vivo, podendo ocasionar danos

(41 H4 relatos de arsenoagicares poderem ser

ao DNA e inibicao de enzimas.
convertidos a outras moléculas, que nao agucares, via mecanismo bioldgico, e
sendo assim, fontes de toxicidade no organismo. No entanto, ndo hé pesquisas
que comparem toxicidade entre arsenoacticares e outros grupos toxicos de ar-
sénio. E inclusive, nao ha, até hoje, relato de intoxicacao por arsénio que seja
atribuida a ingestao de arsenoacgtucares. E por fim, as arsenobetainas sao for-
mas de arsénio que compoem a maior parte da quantidade total de arsénio em
peixes. Esse grupo de arsenobetainas é conhecido e relatado constantemente
como arsénio nao-toxico, muito embora haja alguns poucos artigos que ques-
tionem a toxicidade desse grupo e dos mecanismos bioquimicos envolvidos na
digestao e na possivel transformagao dessas arsenobetainas em outras espécies

de arsénio, assim como arsenoagﬁcares.mf% 37, 38, 42)

1.3
Especiacao Quimica

Especiacao quimica é uma area de estudo que tem o objetivo de identificar

e quantificar as diferentes espécies de um mesmo elemento numa determinada
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amostra de uma matriz. A determinacao total de elementos em amostras
de diferentes matrizes ja nao satisfaz o mundo contemporaneo, e por isso,
a especiacao se tornou muito importante nos tltimos anos em razao dos efeitos
causados por diferentes espécies de mesmo elemento. Elementos comuns que
sao analisados para especiagdo sdo: germéanio, arsénio, selénio e mercirio. O
ramo de especiacao pode ser aplicado tanto para metais e metaloides em
geral, que tenham estados de oxidacao relativamente estaveis. Para se realizar
especiacao quimica de algum elemento em alguma amostra referente a alguma
matriz, é necessario utilizar uma técnica de separacao das espécies do elemento,
como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a algum
espectrometro, como espectrometro de massas ou espectrometro de absorcao

atomica. (7 28 43

) Diferentemente de alguns elementos, arsénio inorganico é
comprovadamente a forma mais téxica. A necessidade de se realizar especiagao
desses elementos nas amostras de diferentes matrizes se da em razao dos limites
estabelecidos pela ANVISA, do Ministério da Satde. No Brasil, por exemplo,
o limite total de arsénio inorganico total deve ser de 0,30 mg kg™ para espécies
de peixes congeladas, crus ou refrigeradas, e de 1,00 mg kg! para moluscos

cefalépodos e moluscos bivalvos.

1.4
Toxicologia de arsénio

A ingestao de As pode ser por grandes doses, de forma aguda, ou
por exposicao cronica de pequenas doses. Altas doses de As por ingestao e
inalagao sao muito téxicas e levam rapidamente a doencas gastrointestinais,
encefalopatia (relacionadas a deterioracao de fungdes cerebrais) e neuropatias
periféricas (doengas em nervos periféricos). As pessoas intoxicadas geralmente
reclamam de gosto metdlico na boca em razao da ingestao de contaminantes
com alta dose de As. No entanto, os sintomas iniciais decorrente de doencas
gastrointestinais sao muito parecidos com outros como o célera, resultando
na dificuldade do diagnéstico. E também, os intoxicados apresentam vomitos
nas horas iniciais apdés a infeccao gastrointestinal, acompanhados de dor
abdominal, dificuldade de engolir e secura na boca. As doencas relacionadas a
deterioragao de fungoes cerebrais estao relacionadas a cefaleia, delirio psiquico
e desorientacao.®”

Ainda sobre ingestao de altas doses de As, érgaos, dentro de pouco tempo,
podem parar de funcionar. Faléncia renal, faléncia respiratéria, extincao de
funcdes cerebrais e falhas em fungoes cardiovasculares vitais sao comuns. 4 49)
Decorrente da inalacdao, estd o desenvolvimento de bronquite, rinite e

laringite em casos mais brandos, mas ha o desenvolvimento de hemorragia
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bronquial e traquial em casos graves. Agora, em relacdo a exposi¢ao cronica
de As em doses baixas, neuropatia periféricas e lesoes na pele sdo tipicas dessa
patologia.4®)

A exposicao cronica a As inorganico é estudada em locais com contami-
nacao natural. Os sintomas nao sao especificos, mas lesdes na pele e hiper-
pigmentacao sao patologias comuns provocadas pela exposicao cronica a As
inorganico. Ha também a caracteristica do desenvolvimento da doenca do pé
preto, fendmeno de Reynaud, efeitos cardiovasculares, neuropatia periférica e
neurdticos em criangas. Inalacdo cronica de As inorganico provoca efeitos pa-
recidos a exposicao cronica de As téxico geral: irritacao do trato respiratorio,
efeitos provocados pelo desenvolvimento de doencgas pulmonares e problemas
com a mucosa nasal.*>47)

Ademais, o As inorganico é considerado carcinogénico e estudos cientificos
mostram a relagdo positiva entre exposicdo cronica a As inorganico e a

ocorréncia de canceres. > 47



1.5
Revisao bibliografica dos métodos para a determinacao de arsénio total em peixes

Procurou-se realizar levantamento sistematico do tipo Estado do Conhecimento, que visa reunir atualizagoes sobre conceito em uma
determinada area em um determinado tempo. Inicialmente, foi escolhida a base de dados denominada "Web of Science’ para a procura
da produgao biliografica a respeito do assunto desse trabalho. As palavras-chave escolhidas foram ’arsenic’, ’determination’ and ’fish’. A
faixa de tempo escolhida foi de 01-01-2014 até 20-09-2024. Como resultado, a pesquisa mostrou 125 resultados e 7 artigos de revisao. Os
dados coletados abaixo estao representados em peridédicos publicados, anos e paises, e em graficos de barra, e na tabela estdao os artigos

que foram encontrados com as informagoes sobre os limites de detec¢ao e quantificagdo dos métodos utilizados.

Tabela 1.1: Artigos levantados nos ultimos 10 anos sobre determinacao de As total em peixes

poaxyur 1 opngrde)

oedn

Artigos

Simultaneous microwave digestion for total arsenic and inorganic arsenic in local shrimp and prawn commodities of Brunei Darussalam for regulatory and safety Inonitoring(48)

Simple and reliable determination of total arsenic and its species in seafood by ICP-MS and HPLC-ICP-MS®)
Validation of an analytical method for the determination of inorganic, organic, and total arsenic in fish sauce based on hydride generation atomic absorption spectrometry
Determination of Toxic Elements and Arsenic Species in Salted Foods and Sea Salt by ICP-MS and HPLC-ICP-MS®Y

Determination of Metal Contamination in Seafood from the Black, Marmara, Aegean and Mediterranean Sea Metal Contamination in Seafood®?)

(50)

Arsenic speciation in seafood by LC-ICP-MS/MS: method development and influence of culinary treatment®?)

Spectrometric method for determination of inorganic contaminants (arsenic, cadmium, lead and mercury) in Smooth weakfish fish®¥

Sample Preparation Methods for Organic Arsenic Species (arsenobetain, (CHj)3AstCH,COO") in Tuna Fish Samples Followed by HG-QFAAS, GF-AAS, and ICP-MS Measurements(®®
Total Arsenic and Arsenic Species Determination in Freshwater Fish by ICP-DRC-MS and HPLC/ICP-DRC-MS Techniq11es(56)

Choline Chloride-Oxalic Acid as a Deep Eutectic Solvent-Based Innovative Digestion Method for the Determination of Selenium and Arsenic in Fish Samples®”
Direct solid sample analysis with graphite furnace atomic absorption spectrometry—A fast and reliable screening procedure for the determination of inorganic arsenic in fish and seafood®®)

Investigation of chemical modifiers for the direct determination of arsenic in fish oil using high-resolution continuum source graphite furnace atomic absorption spectrometry®”

GG



Tabela 1.2: Dados extraidos dos artigos da tabela 1.1

Autores Técnica LQ (ug L) LD (ug L)
Taib, M.H. e Lim, L. H. ICP-MS e HVG-AAS 4 1,3
Nawrocka, Agnieska et al. ICP-MS e HPLC-ICP-MS 1 0,6
Long, Do Thi et al. HG-AAS NI 0,01
Hwang, In Min et al. ICP-MS e HPLC-ICP-MS 0,221 0,069
Kuplulu, O. et al. ICP-MS 0,023 0,5
Schmidt, Lucas et al. ICP-MS NI NI
Silva, T. S. et al. ICP-OES 0,00864 0,00202
Koesmawati, Agustini et al. HG-QFAAS, GF-AAS, and ICP-MS 0,00046; 0,0112; 0,000195 0,00015; 0,00038; 0,000067
Kornorowicz, Izabela et al. ICP-DRC-MS 0,17 0,056
Panhwar, Abdul H. et al. ET-AAS 1,54 0,46
Zmozinski, Ariane V. et al. SS-GF AAS e HR-CS SS-GF AAS 0,34; 0,16 0,10; 0,05
Pereira, Ederson et al. HR-CS GF AAS 0,1 0,03

poaxyur 1 opngrde)

oedn
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Abaixo, seguem os dados obtidos do levantamento realizadao no site "Web

of Science’.

Figura 1.3: Representacao em barras de publicagdo por areas

Figura 1.4: Representacao em barras de publicagdes por paises
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Figura 1.5: Representacao em barras de publicagdes por ano

Pode-se notar que a maioria dos artigos sao publicados por pesquisadores
brasileiros. Isso deve-se, possivelmente, a maior preocupacao deles em relacao
a temas ambientais, decorrente de acidentes provocados por humanos em
ecossistemas brasileiros.

A técnica utilizada nesse trabalho para determinacido de As total nao
foi encontrada na maioria dos artigos pesquisados nas condic¢oes citadas, em
razao de seu amplo desenvolvimento nos anos iniciais da espectrometria ato-
mica. No entanto, em um artigo sobre especiacao de metais em metaloides
em peixe, denominado ’Sample Preparation Methods for Organic Arsenic Spe-
cies (arsenobetain, (CH3)3As™CHoCOO") in Tuna Fish Samples Followed by
HG-QFAAS, GF-AAS, and ICP-MS Measurements’ dos autores Koesmawati,
Agustini et al. e que esta listado na tabela, os limites de detec¢ao e quantifica-
cao de arsénio total obtidos para o método de GF-AAS, em unidades de ug L
encontrados foram de ’0,00038” ¢ ’0,0115’, e outros métodos do mesmo trabalho,
como [CP-MS e HG-QFAAS, apresentaram melhores limites de quantificacao,
de 0,000195 ug L' e 0,00046 ug L respectivamente.

1.6
Revisao bibliografica de métodos de especiacao de As em peixes

Novamente, procurou-se realizar levantamento sistematico do tipo Es-
tado do Conhecimento, que visa reunir atualiza¢ées sobre conceito em uma
determinada drea em um determinado tempo. As palavras-chave escolhidas fo-
ram ’arsenic’, 'speciation’ e 'fish’. A faixa de tempo escolhida foi de 01-01-2014
até 20-09-2024. Como resultado, a pesquisa mostrou 270 resultados e 22 arti-
gos de revisao. Os dados coletados abaixo estao representados em periddicos

publicados, anos e paises, e em graficos de barra, e na tabela estao os artigos
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que foram encontrados com as informagoes sobre os limites de deteccao quan-
tificacao dos métodos utilizados e também informacoes sobre os métodos de

extracao das espécies de As.

110
100

90+

Figura 1.6: Representacao em barras de publicagdo por areas

284

Figura 1.7: Representacao em barras de publicagbes por paises
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Figura 1.8: Representacao em barras de publicagoes por ano

Agora, abaixo, encontram-se nas tabelas os tnicos artigos com informa-

¢oes a respeito dos limites de deteccao e quantificacdo do método utilizado:



Tabela 1.3: Artigos levantados nos ultimos 10 anos sobre determinacao de As total em peixes

Artigos

Arsenic speciation in fish from Greek coastal areas®”

Arsenic speciation in fish from Baltic Sea close to chemical munitions dumpsites(m)

Interspecific differences in the bioaccumulation of arsenic of three Patagonian top predator fish: Organ distribution and arsenic speciation(ﬁ2)
Arsenic Speciation in Fish and Rice by HPLC-ICP-MS Using Salt Gradient Elution®®

Speciation of Arsenic in Fish by High-Performance Liquid Chromatography-Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry®?

Arsenic speciation and arsenic feed-to-fish transfer in Atlantic salmon fed marine low trophic feeds based blue mussel and kelp®®
Arsenic speciation in canned tuna fish samples (Thunnus) using ionic chromatography inductively coupled plasma mass spectrometry(®®

Simultaneous speciation of arsenic and mercury in fish by high-performance liquid chromatography inductively coupled plasma mass spectrometry(®”

Arsenic speciation in fish and shellfish from the North Sea (Southern bight) and Acu Port area (Brazil) and health risks related to seafood consumption®®)

Characteristics of arsenic speciation in mainly cultured shellfish from Sanmen Bay, Zhejiang Province, China(®”

Tabela 1.4: Dados extraidos dos artigos da tabela 1.3

Autores Técnica LQ (ug L) LD (ug L")
Kalantz, L. HPLC-ICP-MS N/I 0.4, 0.2,0,3, 0,1 ¢ 1 (AsB, iAs(iii), DMA, MMA e iAs(V)
Polak-Juszczak, Lucyna e Richert, Joanna Szlinder HPLC-ICP-MS 0,22, 0,020, 0,040 e 0,020 (iAs (iii) + iAs(V) N/I
Juncos, R. et al. HPLC-ICP-MS 0,02 N/I
Nogueira, R. et al. HPLC-ICP-MS N/I N/I
Ozcan, S et al. HPLC-ICP-MS 0,58 (AsB) e 1,11 (DMA) 0,20 (AsB) ¢ 0,33 (DMA)
Silva, MS et al. HPLC-ICP-MS 0,01 (inorganicas) e de 0,005 e 0,025 (restante nao especificado) NI
HOYNE, TFM et al. LC-ICP-MS 0,59 mg kg' (AsB), 0,10 mg kg' (DMA), 0,12 mg kg' (As (III)), 0,07 mg kg' (MMA) and 0,10 mg kg' (As V) N/1
Chen, Yung-Chun e Jiang, Shiuh-Jen DRC-ICP-MS N/I 0,005-0,007 (ndo especificado)
Gao, Y et al. LC-ICP-MS, HG-AFS e LC-HG-AFS N/I 0,0015 mg kg DMA e 0,0030 mg kg para As(V)
Ran. M. et al. HPLC-ICP-MS N/I N/I

poaxyur 1 opngrde)

oedn
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Tabela 1.5: Métodos de extracao para especiacao em relacao aos artigos da tabela 1.3

Métodos de extragao
(NH4),HPO,

HNOj (65%) + H302(30%)
HNO; (1%) + H204 (1%)
metanol + dgua (1:1)

agua

0,1 HNO; + 3% H,0s

(NH,)»CO; pH 10,5 em 0,05 % EDTA
metanol + dgua (1:1) e HNO3/H504
(NH,)2COs-methanol (99 + 1)

poaxyur 1 opngrde)

oedn
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Os dados de artigos extraidos da base de dados da "Web of science’ sobre
especiacao de As em peixe confirma a maior preocupacao de pesquisadores
de paises emergentes sobre avaliacdo e monitoramento de metais pesados
nesses paises. A maioria dos métodos de especiacao envolvem o uso de HPLC-
ICP-MS, em razdao de sua de praticidade e vantagens metodolégicas em
relacdo a outros métodos de especiacdao, como uso de gerador de hidretos
acoplado com fluorescéncia atomica, pois o ICP-MS ¢é multielementar e seu
uso tem velocidade muito maior. Por motivos desconhecidos, alguns artigos
nao reportaram os limites de detec¢ao e quantificagdo, e alguns que o fizeram,
representaram na unidade de mg kg™, que significa que foi feito levando em
consideragdo a massa de cada amostra e suas respectivas diluicdes. A maioria
dos artigos de especiagdo identificaram a concentracao percentual de AsB
(ndo-téxico) entre 65% e 95%. Em 2 artigos, houve o foco em detectar e
quantificar DMA (dimetilarsinico), e desses dois, em apenas 1 houve o relato
de quantificacdo de As (V), arsénio inorgénico e toéxico. E, também, outros
artigos nao especificaram o limite de deteccao sobre as espécies estudadas,
reportando-as como apenas 'inorganico'e "nao-inorganico'. Os métodos de
extracao utilizados para especiacao dos artigos analisados forma diversos, com
a maioria tendo utilizado mistura de acido nitrico com peréxido de hidrogénio,
cuja recuperacao pode ser de até 95% de As total. O uso de tampao de fosfato
e carbonato é util para estabilizar as espécies extraidas, sem converté-las entre
si. O uso de extratores de acidos oxidantes pode interconverter as espécies de

As e atrapalhar nas analises.

1.7
Meétodos estatisticos de tratamento de dados

A precisao de um método é a avaliacao expressa de concordancia entre
medidas experimentais, e pode ser calculada pelo desvio-padrao, intervalo de
confianca da média e desvio-padrao relativo.(™

Dentro da precisao, é possivel avaliar a repetibilidade do método, quando
propoe-se avaliar condigoes estatisticas e intervalo de tempo pré-determinad.
Também, é possivel avaliar a precisao intermediaria, quando ha, por exemplo,
experimentos realizados por diferentes analistas e reprodutibilidade, com resul-
tados de precisdo numérica em ensaios realizados em laboratérios diferentes. (™)

A exatidao é expressa numericamente em termos de erro absoluto ou erro
relativo, e é avalida pelos valores da média estimada de um experimento e o
valor tedrico de referéncia.™ ™
Os valores de referéncias sdao baseados geralmente em materiais de

referéncia, métodos da literatura, ensaios recuperacao e adi¢ao de analito.("”
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A sensibilidade do método analitico é a reflexdo entre a medida e a massa
de analito, em unidade de concentracio. E determinada através do coeficiente
angular obtido da curva analitica. A sensibilidade analitica, que relaciona o
coeficiente angular e o desvio padrao do sinal analitico complementa essa
informagao, pois leva em consideracao o ruido dos sinais medidos.™" ™)

E dito que o conceito de limite de deteccdo do equipamento é o valor
nimerico que produz um sinal de 3 a 5 vezes maior que a relacao sinal /ruido.E
o limite de deteccao do método é a concentragao minima do analito que pode
ser distinguida de 0 com um nivel de intervalo de confianca de 95 a 99%.(70-72)

A faixa linear da curva analitica é representada pelo limite inferior dela,
onde geralmente é o limite de quantificacdo, e o limite maximo é definido pela
afericao visual de desvio de linearidade da curva analitica ou numericamente
pelo desvio de pelo menos 5%.70 ™)

A especificidade ou seletividade é a qualidade do método em validacao
analitica que diz respeito a avaliacido e quantificacao inequivocamente do ana-
lito na matriz que ele se encontra. Esse parametro de validagao avalia interfe-
réncias na medi¢ao do analito, com o objetivo de entender se os sinais obtidos

(70-72) " Tegstes de especificidade

sa0 0s mesmos com ou sem as interferéncias.
também envolvem verificacao de resultados com procedimentos analiticos in-
dependentes, para verificacao de possiveis interferentes.

Robustez ¢ um parametro analitico que avalia a capacidade do método
ser executado em diferentes condi¢oes, como diferentes temperaturas e con-
centracao, com o objetivo de determinar qualitativamente a confiabilidade e
estabilidade do método.™ ™

A linearidade do método é a curva que indica a relacao de resposta do
sinal medido com a concentracao. A sua avaliacdo se baseia na afericao do
coeficiente b, como coeficiente linear, o coeficiente a, o intercepto ou coeficiente
angular e o R, coeficiente de correlagdo. O valor de R indica a adequagao do
método, e quanto mais esse valor estiver préximo de 1, melhor.(™ ™)

A técnica de box plot é utilizada dentro do grupo de analise de dados
exploratéria para comparar grupo de dados através da mediana, dos primeiro
e terceiro quartis, e maximos e minimos dos dados fornecidos e apresentados.
Essa técnica representa os dados de maneira organizada em relagao aos dados

crus e em relagao as outras técnicas, como a técnica de histograma. (74)



2
Objetivos

2.1
Objetivo geral
Avaliar se existe uma diferenca significativa na concentracao de arsénio

total em amostras de peixe oriundas das regioes da Costa Verde e da Costa do
Sol.

2.2
Objetivos especificos

Determinar os parametros experimentais de funcionamento do método de
determinacao de arsénio por GF-AAS, que sao as temperaturas de pirdlise e de
atomizagdo para o elemento arsénio, com utilizagdo de reagente modificador
de PA(NO3)s.

Realizar recuperacgao de arsénio em amostras de musculos certificadas de
BCR-627 e DORM-2, com utilizacao de métodos de extracao ja estabelecidos
na literatura.

Determinar a concentracao de arsénio total em amostras de Priacantus
Arenathus e Pomatomus Saltatrix das Regides das Costas Verde e do Sol.

Realizar a especiacao de As, em particular, da AsB naquelas amostras de
peixe cuja concentracao de As total estiver préximo de 0,8 mg kg™ ou acima
do valor de referéncia da ANVISA de 1 mg kg™

Apontar possiveis consequéncias na satde para a populacao brasileira em

relacao a exposicao em alimentos que contém arsénio organico e inorganico.



3
Procedimentos experimentais

3.1
Determinacgao de temperatura de atomizacao e pirdlise para preparo
de curva de calibracao de arsénio pelo método GF-AAS com uso de

modificador e extragao de arsénio das amostras certificadas BCR-627
e DORM-2

Para fins de determinacao da concentragao de As total foi empregado um
espectrometro de absorcao atémica com forno de grafite e efeito zeeman, da

Varian modelo AA-240Z, como ilustrado na figura 3.1 abaixo:

Figura 3.1: Imagem do espectrémetro de absor¢ao atémica com forno de grafite
com efeito zeeman obtida no laboratério (arquivo pessoal)

A descricao das amostras aparecem explicitadas na Tabela 3.1 abaixo,
E as temperaturas de pirdlise e atomizacao, bem como o programa de tem-
peratura, foram otimizados nas etapas preliminares do presente trabalho. As
curvas de calibracao foram obtidas a partir de uma solugao estoque Merck
1000 mg L, da qual foi obtida uma solucdo estoque intermediaria de 1,0 mg
L, as concentracoes utilizadas correspondiam a 10, 20, 30, 40 e 50 ug L.
Além da sensibilidade analitica, foram determinados, ainda, os limites de de-
teccao e de quantificacdo, bem como a precisao e a exatidao do método. No
estudo desses dois parametros, foram empregados dois materiais de referéncia
certificados: BCR-627 (Tuna Fish Tissue) do Institute for Reference Materials
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and Materials (IRMM)/Comuniddae Europeia e DORM-2 (Dogfish muscle) do
National Research Council (NRC), Canada. Ambos os MRC possuem valores
certificados de As total e AsB.

Os materiais de referéncias certificados BCR-627 e DORM-2 se referem
aos tecidos musculares das espécie de nome cientifico Thunnus Thynnus, um
género que engloba diversos tipos de atum e a espécie de nome cientifico

Squalidae, respectivamente.

3.2
Determinagao de arsénio total nos peixes por GFAAS

As amostras de peixe espécies Priacantus Arenathus (Olho-de-cdo) e
Pomatomus Saltatrix (Anchova) foram coletadas, em parceria, pela FIPERJ -
Fundagao Instituto de Pesca do Estado do Rio de Janeiro -, UFF - Universidade

Federal Fluminense - e Fiocruz, Fundacao Oswaldo Cruz. Abaixo, a tabela 3.1

demonstra esses dados:

Tabela 3.1: Especificacoes e origem das amostras

Siglas, lugar de origem e espécies utilizadas

Amostra Local Peixe Espécie
OMO01-20 Costa do Sol  Olho-de-cdo Priacantus Arenathus
OM21-40 Costa do Sol Anchova Pomatomus Saltatrix
PAREIGO01-16 Costa Verde Olho-de-cao Priacantus Arenathus

Apés separacgao da parte referente do filé de peixes, realizadas na Fiocruz,
aliquotas de amostras foram encaminhadas para a PUC-RIO - Pontificia
Universidade Catodlica do Rio de Janeiro - para serem analisadas em seus
laboratérios. As unidades das amostras foram divididas em duplicatas, e cada
replicata analisada trés vezes.

Pesou-se cerca de 0,5000 g de amostra e solubilizou-se em solucao de
acido nitrico a 2% em tubo de centrifuga de 50 mL, feito de propileno, em
banho maria na placa de aquecimento, mantendo-se a 90 °C por 90 minutos.
Apos isso, levou-se a centrifuga por 7 minutos em 1500 rpm para que todo
o excesso remanscente se depositasse no fundo do tubo. A fase aquosa foi
retirada com uma seringa plastica de 5 mL dotada de um filtro de membrana
de 0,45 mum. Aliquotas de 1 mL foram colocadas nas cubetas do amostrador
automaético e adicionado 5 uL. do modificador de Pd(NO3), diluido a 1 mg L.

O procedimento adotado é ilustrado na figura 3.2 abaixo.
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Figura 3.2: Representagdo esquematica do preparo de amostras de analise de
arsénio total em peixe (imagem meramente ilustrativa)

As amostras preparadas nessa parte do procedimento experimental foram
conservadas para a continuagao para seu uso pelo espectrometro de fluorescén-
cia atomica acoplado com gerador de hidretos e cromatografia liquida a alta

pressao.

3.3
Determinacao de AsB empregando o método HPLC-UV-HG-AFS

O sistema utilizado na determinacao de AsB aparece na figura 3.3 e
consiste de (1) um equipamento de cromatografia de alta pressao (HPLC), (2)
da coluna cromatografica AS7 da Thermo Scientific, (3) do espectrometro de
fluorescéncia atomica (PS Analytical Heating Module) e (4) de um foto reator
(PS Analytical, PSA S570U100 UV /Heating Module). No foto-reator, através
da acdo combinada da luz UV e de um oxidante forte (K2S50s), ha a oxidagao
do As organico em As®t. A necessidade da utilizacdo do foto-reator apds a
coluna advém da combinagao de dois fatores: (i) empregando-se a coluna AS7,
nao se obtém uma separagdao entre os picos de As’" e de AsB (ii) nao hé a
geracao de arsina partindo-se da arsenobetaina. Desta forma, sao realizadas
duas corridas cromatograficas, a primeira com o foto-reator desligado e a
segunda com o mesmo em operacao, sendo a concentracdo de AsB obtida
pela diferenca entre as duas corridas. As condigoes de operacao do sistema
HPLC foram uma vazao de 0,5 mL/min e a pressao de 0,5 bar, sendo HCI 3
mol L' empregado na eluicdo das espécies de As. As caracteristicas da coluna

AS7 sao apresentadas na tabela 3.2. Para a determinacao de AsB, primeiro
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foi necessaria a construcao da curva analitica: utilizou-se padroes de AsB de
concentracio de 5, 10, 15, 20, 25 e 50 ug L, a partir da diluicdo de um padrao
de AsB a 1,0 g kg'! da fabricante Merck com utilizacao de seis replicatas.

Seis replicatas foram utilizadas para a construcao da curva de calibragao
através da corrida cromatografica. Entao, visando a determinacao da arseno-
betaina empregando-se esse método, foi necessario, para cada ponto da curva
analitica, a utilizacdo do método com o reator de fétons UV e sem esse rea-
tor, com o objetivo de obter-se a curva de calibragao de arsenobetaina pela
diferenca.

Utilizou-se uma microsseringa de vidro da Marca Hamilton avolumada a
50 uLi para injetar na coluna cromatografica.

As condigbes e especificagoes de operagao da coluna cromatografica AS7

de marca Thermo Scientific, que foi utilizada na tabela 3.2 abaixo, sao:

Tabela 3.2: Especificacoes da coluna cromatografica AS7

Especificagbes da coluna cromatografica AS7

Coluna cromatogréfica Thermo AS-7
Fase estacionaria IonicPac AS7
Vazao 0,12 a 0,75 mL/min
Hidrofobicidade Média-alta
Grupo de troca i6nica Amoénio quarternério de aquila
Pressao maxima 275 bar
Tamanho de particulas Até 10 um
Especificagdo quimica Acida
Diametro 2mm
Comprimento 250mm

A vazao utilizada para o experimento foi de 0,5 mL/min e a pressao de
0,5 bar.

As condigoes do AFS, HPLC e UV foram especificados abaixo na tabela
3.3:
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Tabela 3.3: Especificagbes do gerador de hidretos, espectrometro de fluores-
céncia atomica e UV

Especificagoes

Vazao de HCI em mol Lt 0,5
Concentracao de HCI em mol L 3,0 mol L
Vazao de NaBH, e NaOH em 0,7 mol L 0,5
Vazao de argbnio 250 mL min*

Tipo de lampada utilizada e comprimento de onda Catodo oco e 193,7 nm

Corrente primaria 27,5 mA
Boost corrente 35,0 mA
Lampada craqueadora do UV 10,570 hertz
Concentracao de K,S,05 0,1 mol Lt

Com as especificagdes da coluna cromatografica apontadas, segue entao

abaixo o procedimento ilustrado na figura 3.3:

4

» Reatorde fotons UV ‘

(online e offline)
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Figura 3.3: Representagao do procedimento experimental do método HPLC-
UV-HG-AFS

E entao, para o preparo do reagente redutor tetraboroidreto de sédio com
hidréxido de sddio, pesou-se aproximadamente 4,000 g em um copo becher de
vidro numa balanca analitica. Apds isso, houve a dissolucdo com auxilio de
agua ultrapura e, em seguida, houve a transferéncia quantitativamente a um
baldo volumétrico. No intuito de preparar a solucao final de mistura de tetra-
boroidreto de sédio e hidroxido de sédio, pesou-se 7,000 g de tetraidroboreto

de s6dio em um copo becher de vidro de 50 mL em uma balanca analitica
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e repertiu-se o procedimento utilizado para o hidréxido de s6dio. Apds tais
procedimentos de dissolucao, houve dissolucao a 1 L. a a mistura no balao
volumétrico com uso de agua ultrapura.

Para o preparo do reagente oxidante persulfato de potédssio a 0,1 g L,
pesou-se cuidadosamente 0,1 g de persulfato de potassio dentro de um becher
em uma balanca analitica e houve a transferéncia quantitativamente para um
baldao volumétrico de 1 L, e entdao houve a dissolugao com agua ultrapura até
atingir o menisco.

Os reagentes redutores sao necessarios para reduzir produzir os hidretos
de arsénio pelo mecanismo conveniente supracitado, que vao por difusao, e
solubilizados por argdnio, até a chama para produzir fluorescéncia.

O reagente oxidante é utilizado para decompor as moléculas de AsB

contidas nas amostras para conversao a moléculas de As mais simples.



4
Resultados e discussoes

4.1
Condicgoes experimentais do espectrometro de absorcao atémica com
forno de grafite para a determinacao de arsénio total

Foi feita a otimizacdo das curvas de atomizacao e pirdlise para As pelo
espectrometro de absor¢ao atémica acoplado ao forno de grafite e obteve-se o

seguinte grafico na figura 4.1 abaixo:

Absorvancia
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Curva de pirdlise Curva de atomizagdo

Figura 4.1: Curva de pirdlise e atomizacao de As no forno de grafite obtida
com modificador de Pd(NOs3),

Baseando-se na figura acima, chega-se a conclusao que a temperatura de
pirdlise 6tima é 1200 °C e a temperatura 6tima de atomizacao é 2300 °C. A
temperatura de pirdlise é aquela na qual ha decomposi¢ao térmica dos com-
postos envolvidos na amostra analisada e é selecionada no momento anterior
ao decaimento da curva, que indica o melhor sinal antes da amostra se de-
compor e apos a decomposicao da matriz.(™ A temperatura de atomizacao
é aquela na qual ha a atomizacdo de As com o melhor sinal de absorvéancia.
Teoricamente, esse seria o correto, mas na pratica nao é possivel selecionar a
maior temperatura com o maior sinal de absorvancia em razao da possivel de-
gradacao do forno de grafite. Entao, a temperatura de atomizacao selecionada
para o forno de grafite é aquela que antecede o platd de estabilidade de sinal
apos a ascendéncia da curva.™®
Entao, as condigoes experimentais definidas para o forno de grafite sao

representadas na figura 4.2 abaixo:
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Figura 4.2: Programa de temperatura definido para o forno de grafite

A temperatura de limpeza é a temperatura na qual ha a secagem do forno
de grafite, que depende exclusivamente da temperatura de ebulicao da mistura

ou da substancia que compor o solvente da matriz de analise.(™

Nesse caso,
o solvente é o acido nitrico a 2% (v/v), ou seja, a temperatura de ebuligao
do azedtropo formado com a dgua ultrapura é aproximadamente a mesma da
agua ultrapura, de 100 °C.

Todas as etapas acima estdo de acordo com a maioria dos métodos
analiticos que usam forno de grafite com espectrometro de absorcao atomica

na determinacio de As total. (7880

4.2

Curva analitica para As, resultados de extragao dos materiais certifi-
cados de amostras de peixe e determinacao de As total em amostras
de pescado

Os dados experimentais obtidos na determinacao da curva analitica para
a determinacdo de As por GFAAS sdo apresentados no anexo A. A curva
analitica para a determinacdo de As por GFAAS aparece na figura 4.3. O
valor de coeficiente de determinacdo (R?) demonstra haver forte correlacao

linear entre concentracdo de As e o sinal obtido.
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Concentragdo (ug L-1)

Figura 4.3: Curva analitica de As pelo espectrometro de absor¢ao atémica com
forno de grafite

Para sua construcao, realizou-se o procedimento em triplicata. Essa curva
analitica obtida foi utilizada tanto para os resultados de extracao das amostras
certificadas BCR-627 e DORM-2 e das amostras reais coletadas. Os limites de
deteccio e quantificacao foram 1,1 ug L' e 3,7 ug L respectivamente.

Abaixo, a tabela 4.1 diz respeito obtencao de dados da curva em referén-

cia a linearidade e outros parametros estatisticos necessarios:

Tabela 4.1: Parametros da curva analitica

Parametros estatisticos da curva analitica e Valores

Parametros Valores
Faixa de concentragao 3,7 (ug L") - 50 (ug L)
Equacao da curva analitica vy = 0,0032x
Coeficiente de correlagdo (R?) 0,997374
Equagdo da curva analitica completa (ajustada aos residuos) y = (0,0032 £ 0,000085)x + (0,0014 £ 0,00257)
Coeficiente de correlagdo ajustado aos residuos (r) 0,9972

A forma como os dados acima foram obtidos se encontra no anexo A.

O coeficiente de correlacao é um parametro estatistico necessario para
avaliar a qualidade da curva construida, através de valores de referéncia
para a correlagao entre a concentragao indicada e os valores experimentais
obtidos. A ANVISA determina que o coeficiente de correlacao ajustado aos
residuos (r) deve estar acima de 0,99, j4 o INMETRO, acima de 0,90.(44’ 7)
O coeficiente em questao nesse experimento apresentou um valor de 0,9972, o
que demonstra forte correlacao entre as variaveis e os sinais experimentais de
absorvancia. A linha de tendéncia da curva analitica da figura 4.3 acima nao
passa, aparentemente, pelo 0. No entanto, através do tratamento de dados para
achar a melhor linha de tendéncia que se adeque tanto aos dados quanto aos
residuos, verificou-se que o valor de 0 para b é possivel, em razao da equacao

da curva analitica completa ajustadas aos residuos encontrada na tabela 4.1.
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A faixa linear de trabalho estd compreendida entre o menor ponto
possivel de quantificacdo da curva analitica, que faca sentido para o método
proposto. Esse menor ponto é o limite de quantificacdo. J& o ponto maximo
da curva é arbitrario, e estd de acordo com o procedimento experimental
adotado. A diluicao das amostras adequada foi planejada a obter-se faixa de
concentracao de As entre 1 e 50 ug L levando em consideracao a concentracao
de As nas amostras certificadas BCR-627 E DORM-2, bem como o volume da
solucao de extracao e sua posterior diluicao.

O tratamento dos residuos resultante do experimento da curva analitica
acima foi necessario para verificar o nivel de viés do experimento, que pdde ser
determinado em um grafico que correlacionou os residuos com as concentragoes,

como demonstrado na figura 4.4 abaixo:
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Figura 4.4: Plotagem de residuos em relacao a concentracao de As

Através do grafico disponivel acima, é possivel chegar a conclusao se o
experimento foi realizado em conformidade com as boas praticas de laboratoério,
em que nao se reproduz erro sistematico experimental. O grafico de residuos
sugere nao haver uma saturacao do sinal para o ponto mais elevado da
curva. No entanto, para a determinagao do ponto de saturagao a curva de
calibracgao deveria ser expandida para maiores concentragoes de As. O teste de
homocedasticidade em relagao a esses dados da curva analitica sugere que nao
ha heterocedasticidade, pois a dispersao dos dados nao aumenta conforme o
aumento da concentracao.

Apos analisar os materiais certificados BCR-627 e DORM-2, cujos certifi-
cados aparecem no anexo C desse documento, pelo espectrometro de absorcao
atomica com forno de grafite com corretor zeeman, obteve-se os seguintes re-

sultados expressos na tabela 4.2, empregando-se a extragdo com acido nitrico

a 2%:
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Tabela 4.2: Resultados das extragoes com acido nitrico a 2%(v/v)

Verificagao de exatidao

BCR-627 (mg kg*) DORM-2 (mg kg)
3.4+£0.5 171+£1.6
4.8 + 0.3 (certificado)  18.0 &+ 1.1 (certificado)
70% (recuperagao) 95% (recuperagao)

Esses resultados mostram que hé concordancia entre porcentagem de As
total extraido utilizando &cido nitrico a 2% (v/v) e os resultados reportados
na literatura.

Para obtencao de concentracao total de As nessas amostras, basta que o
método empregado seja eficaz. No entanto, para esse método, é preciso entender
que a metodologia envolveu a atomizacao de As no ambiente do forno de grafite,
que foi determinada na otimizagao do equipamento. O método de extragao
escolhido para esse experimento foi o de acido nitrico a 2% (v/v), mas poderia
ser pensada a possibilidade de utilizar um acido mais forte, como o 4cido nitrico
concentrado P.A.

A teoria envolvida na deteccao de As nessa metodologia pelo espectro-
metro de absor¢ao atomica com forno de grafite com acido mais concentrado,
que envolve o mecanismo de atomizacao do elemento, que depende da espécie
de As que estiver no forno de grafite.®!)

Nao é possivel saber das espécies contidas baseando-se apenas nesse
formulédrio contido no site dos dados do material de referéncia, pois nao ha
a especificacao total das espécies contidas na amostra certificada. Ja& ha, no
entanto, o reconhecimento das espécies de As serem degradadas em meio
4cido.®» 2V Tal fendmeno encorre diretamente na determinacdo de As no
GFAAS, em razao das espécies de As serem convertidas a espécies mais
oxidadas em meio fortemente acido, passando a requerer, assim, maior energia
para atomizé-las.*? Ou seja, hd fortes possibilidade das espécies organicas
simples e inorganicas de As serem convertidas as espécies de As contendo
As™?, e esses compostos possuem mais ligacdes quimicas para serem quebradas
e, consequentemente, necessitarem de maior energia para serem atomizados.

Ja foram feitos estudos sobre estabilidade de espécies de As em diferen-
tes extratos e diferentes temperaturas de extracao. Apds os primeiros minutos
de extracao, entre andlises feitas dentro de 1 hora, nao houve mudanca sig-
nificativa de concentracao de espécies de As obtida. No entanto, apds serem

guardadas na geladeira sob temperatura de 4 °C, foram reportadas as degra-
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dacoes de espécies de As, como a AsB convertida a espécies desconhecidas, a
espécies metiladas como DMA e MMA (sem padroes conhecidos) e espécies de
As reduzidas sendo convertidas a espécies de As™t.(222)

Tais conversoes podem levar a atualizacao de métodos de extracao e
determinacao de As e inclusive outros elementos nesses tipos de matrizes
complexas, como a determinacao sempre imediatamente apos a extracao feita

em um digestor ou placa de aquecimento.

4.3
Resultados das analises de amostras para As total nas regioes
estudadas

Com o objetivo de avaliar as diferencas de concentracao de As total entre
as espécies de peixe das Regides da Costa Verde e do Sol, as amostras foram
analisadas pelo método GFAAS especificado nos procedimentos experimentais
supracitados. As amostras oriundas da regiao da Costa do Sol de Pomatomus
Saltatrix e de Priacanthus Arenatus apresentaram o resultado representado

nos graficos na figura 4.5 em barras abaixo:
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Figura 4.5: Gréfico de barras representativo da concentracao de As total nas
amostras de Priacanthus Arenatus, com barra de cor preta, e Pomatomus
Saltatrix, com barras cor vermelha nas amostras coletadas na Regiao da Costa
do Sol. Os desvios padroes estdo demonstrados como desvio padrdao na cor
verde. A barra amarela est4 fixada aproximadamente no valor de 0,8 mg kg
para As total encontrado nas amostras

Nota-se que a concentragao de As é espécie-dependente, pois os peixes de
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espécies diferentes possuem comportamentos diferentes. Os peixes da espécie
Pomatomus Saltatrix possuem o habito de ir a alto mar e, esporadicamente, ir
a costa litoranea em busca de acasalamento e por isso, estdo, a principio, sob
menor influéncia do fenomeno Barreiras. Entao, essa espécie deve apresentar
menor concentracao de As do que a espécie Priacanthus Arenatus nessa regiao.

A formagado Barreiras é um fenémeno neotectonico que influencia em
toda regido da costa brasileira entre o Amapa e o norte do Rio de Ja-
neiro, englobando por conseguinte, a Regiao da Costa do Sol, como infor-

mado anteriormente. " 2

Esse fenomeno, em resumo, influencia positivamente
na concentracado de As na biota e no bioma. Os peixes da espécie Priacanthus
Arenatus costumam viver na costa litoranea e, esporadicamente, mergulhar
para ir em busca de alimentos. Em razao da baixa luminosidade em altas pro-
fundidades maritimas, os peixes naturalmente acabam consumindo sedimentos
junto aos alimentos. Entao, em razao do fenomeno Barreiras, os sedimentos
dessa regiao contém mais As do que o esperado naturalmente, e esse pode ser
o motivo de os peixes da espécie Priacanthus Arenatus apresentarem maior
concentracao de As em suas amostras.

Agora, para Ilha Grande, municipio da Regiao da Costa Verde, foram
analisadas apenas as amostras da espécie Priacanthus Arenatus, como mostra

a figura 4.6 abaixo:
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Figura 4.6: Gréfico de barras representativo da concentracao de As total nas
amostras de peixe da espécie Priacanthus Arenatus, com barra de cor preta

Com esse grafico, é possivel observar que para as amostras de peixe da
espécie Priacanthus Arenatus desse local, que pertence a Regiao da Costa
Verde, possuem menor concentragao em relacao as mesmas espécies da Regiao
da Costa do Sol. O desvio padrao amostral analitico da amostra 9 apresentou

foi grande, o que pode indicar um problema na analise dos peixes. Pensando em
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mostrar a relagdo entre As total nas amostras de peixe da espécie Priacanthus

Arenatus entre as regides estudadas, obteve-se a figura 4.7:
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Figura 4.7: Grafico de barras representativo de comparacao da concentragao
das amostras da espécie Priacanthus Arenatus das regioes estudadas. A barra
amarela estd fixada aproximadamente no valor de 0,8 mg kg! para As total
encontrado nas amostras

O motivo para nao coletar amostras de Pomatomus Saltatrix nessa regiao
¢ desconhecido, mas suspeita-se de nao ter conseguido coleta-los como na outra
regiao.

Entao, com os resultados apresentados nas imagens acima, foi possivel
realizar teste estatistico nao paramétrico de box plot apresentado na figura 4.8
abaixo para verificar a média, mediana e possiveis outliers, de modo a permitir
uma melhor comparagao dos resultados obtidos envolvendo as duas regides e

espécies analisadas.
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Figura 4.8: Teste de box plot das analises de concentracao de As nas amostras
de peixe por comparacao entre espécies Priacanthus Arenatus e Pomatomus
Saltatrix (n=42)

A Figura 4.8 valida a hipétese inicial desse trabalho de que a concentracao
de As em amostras de pescado da regiao da Costa do Sol seriam superiores
aquelas da Costa Verde, em fun¢do de uma maior concentracao de As nos
sedimentos em consequéncia da influéncia da Formacao Barreiras.

As amostras de Priacanthus Arenatus da Regidao da Costa do Sol possuem
simetria muito parecidas no teste de box plot. A média e a mediana sdo
muito coincidentes. Para essa espécie, dessa regiao, ha uma grande variagao de
concentracao de As Total. Ou seja, ha algumas amostras que possuem maior
concentracao desse elemento e isso pode ser preocupante. O box plot é uma
técnica de inferéncia estatistica poderosa exatamente por isso, pois a média
como dado apresentado, unicamente, pode esconder esses dados importantes.
Além disso, cabe lembrar que As é bioacumulativo nos seres vivos, e devido
a essa informacao, é necessario concluir que a média dos resultados nao é
suficiente para concluir as implicagoes da concentracao de As Total nos peixes.

Os resultados para a amostra de Pomatomus Saltatrix apresentaram dis-
persao parecida dos dados em relacao a Priacanthus Arenatus, como represen-
tados pela caixa vermelha no teste de box plot na figura 4.8 acima.

As amostras de peixe da espécie Priacanthus Arenatus da regiao da Costa
Verde apresentaram concentragao de As Total significativamente menores que
as encontradas dessa mesma espécie na regiao da Costa do Sol. Isso, novamente,
confirma a influéncia do fenémeno Barreiras na incidéncia de As Total na
populagao de peixes da referida regiao.

Inclusive, é possivel comparar a média de concentragdo de As total
para essa mesma espécie entras diferentes regioes estudadas e observar que

a concentracao média de As total para a Regiao da Costa do Sol é mais que o
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dobro da concentragdo de As total para as amostras dessa espécie na Regiao
da Costa Verde. E ainda, que é possivel notar que a regiao superior do box
plot desses dois grupos de amostra da Regiao da Costa do Sol apresenta muita
diferenca em relacao ao grupo de amostra da Regiao da Costa Verde. O maximo
de As total para as amostras dessa espécie Priacanthus Arenathus chega a ser
mais que trés vezes maior do que a quantidade maxima de As total determinada

para as amostras de peixe dessa mesma espécie na Regiao da Costa Verde.

4.4
Apresentagido dos resultados obtidos por (HPLC-UV-HG-AFS)

Para a construcao da curva analitica e dos cromatogramas por esse
método utilizou-se os dados obtidos expressos no anexo A.

Os dados obtidos para desvio padrao e desvio padrao relativo nos
mostram que a técnica é precisa. Isso pode ser resultado do método que envolve
separacao do analito da matriz no gerador de hidretos, que ajuda minimizar
as interferéncias. No entanto, hé a suspeita de haver um outlier no sexto ponto
para a concentracao de 10 ug L' para esse experimento. Houve a necessidade
de realizar o teste de Grubbs, um teste estatistico capaz de identificar outliers
através da comparacao entre a média do ponto e o ponto suspeito, através de
sua relagdo com o desvio padrao. A equacao do teste de grubbs é mostrada

abaixo na equagao 4.1,

valorsuspeito — médiadosvalores)

TR:(

4-1
desviopadrao (4-1)

Entao, com os dados acima, utilizou-se informacoes da tabela com
dados do teste de grubbs no anexo E para decidir se o dado suspeito é
um outlier, confirmando posteriormente a suspeita. E entdo, com o outlier
excluido, realizou-se a corrida cromatografica no método HPLC-UV-HG-AFS

representada na figura 4.9 abaixo:
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Figura 4.9: A figura 4.9 apresenta o cromatograma obtido para diferentes
concentragoes de arsenobetaina na faixa de 5 a 50 ug L™

O cromatograma foi obtido para cada concentragao dentro do método
HPLC-UV-HG-AFS em sextuplicata. Para cada corrida, houve a programacao
de 28,15 minutos para o cromatograma ser feito. O cromatograma se refere as
médias das corridas cromatograficas.

Abaixo, a figura 4.10 representa a curva analitica obtida com os dados
fornecidos pelo método HPLC-UV-HG-AFS:

1200

1000

400

Concentraggo de AsB (ug L-1)

Figura 4.10: Grafico da curva analitica para AsB realizada

Com os dados reportados acima obtidos pelo HPLC-UV-HG-AFS foi
possivel relacionar os valores de parametro de validagao analitica expressos na
tabela 4.3 abaixo:
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Tabela 4.3: Parametros estatisticos

Pardmetros estatisticos da curva analitica realizada pelo HPLC-UV-HG-AFS

Parametros Valores
Faixa de concentracao 0,97 (ug L'!) - 50 (ug L)
Equacio da curva analitica y =(20,56 £ 0,46)x
Coeficiente de correlagio (R?) 0,9977
Equagao da curva analitica completa (ajustada aos residuos) y = (20,56 £ 0,46)x + (6,8395 £ 11,7)
Coeficiente de correlacao ajustado aos residuos (r) 0,9976

Apresentados os dados e realizada a curva analitica, foram determinados
os limites de detecgdo e quantificagdo. No entanto, para esse método, nao foi
conveniente o tratamento de dados da curva analitica para o branco, pois
sO é possivel obter o sinal correspondente ao analito. No entanto, ndo houve
impedimento para determinacao de tais limites. Se sabe que estes parametros
analiticos sao determinados através do desvio padrao de um branco, obtendo-
se a média e multiplicando-a por 3 e, apds isso, realizando a divisdo pelo
coeficiente angular da curva analitica. Escolheu-se, pela légica, analisar o
menor ponto da curva analitica, obter o desvio padrao dos dados e multiplicar
por 3. Esse valor, em comparacio ao valor nominal do menor ponto de 5 ug L™,
¢ maior e por isso conclui-se que os limites de deteccao e quantificacdo podem
ser definidos pelo menor ponto da curva. Os limites de deteccao e quantificacao
foram, respectivamente, 0,3 ug L™ e 0,97 ug L.

Ainda, seguindo o tratamento de dados, foi realizado o tratamento para

os residuos obtidos e o gréafico da figura 4.11 foi obtido:
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Figura 4.11: Grafico de residuos de AsB

Os residuos foram plotados para cada ponto da curva analitica em sex-
tuplicata, e representaram homogeneidade dos dados, levando a conclusao de

nao enviesamento do método utilizado. Os residuos tratados foram subtraidos
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da equacao da curva analitica normal para obter o coeficiente de correlacao
corrigido.

Definidos entao os parametros analiticos, foi necessario realizar experi-
mento para verificar a exatidao do método analitico proposto, que passa pela
andlise de materiais certificados, os mesmos utilizados para a validagao anali-
tica do método GF-AAS com correcao por efeito zeeman. Os cromatogramas
que dizem respeito a esse teste de exatidao estao representados nas figuras 4.12
e 4.13 abaixo:

25

Sinal de fluorescéncia em corrida cr

de éncia sem Ultraviolet: de éncia com Ultraviolet de éncia com

Figura 4.12: Corrida cromatografica para amostra certificada DORM-2. A
linha verde é referente ao sinal com fluorescéncia. A linha azul é o sinal de
fluorescéncia com a solugao diluida em 10 vezes. A linha laranja representa o
experimento sem a utilizagao do equipamento fotorreator ultravioleta

Sinal de fluorescéncia em cromatograma

Tempo (s)

de é sem de fluorescéncia com ultravioleta == Sinal de fluorescéncia de ultravioleta

Figura 4.13: Corrida cromatografica para amostra certificada BCR-627. A
linha verde é referente ao sinal com fluorescéncia. A linha azul é o sinal de
fluorescéncia com a solucao diluida em 2 vezes. A linha laranja representa o
experimento sem a utilizagao do equipamento fotorreator ultravioleta
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Os cromatogramas representados acima sao importantes para mostrar
que o método foi significativo para aparicio de AsB. As amostras diluidas
foram feitas com o objetivo de tentar obter melhor sinal para AsB para
caso houvesse alguma interferéncia. No experimento da corrida cromatogréfica
obtida para material ceritifcado DORM-2, a curva com diluicdo apresentou
menor sensibilidade. Ja para a corrida cromatografica do material certificado
BCR-627, nao houve diferenca de sensibilidade. Abaixo, a tabela 4.4 representa

a recuperacao dos experimentos ao que as figuras 4.12 e 4.13 se referem:

Tabela 4.4: Resultados da especiagao de AsB nas amostras certificadas

Verificagao de exatidao

BCR-627 (mg kg) DORM-2 (mg kg™')
33401 15+ 0,8
3,9 £ 0.22 (certificado) 16,4 £ 1.1 (certificado)
84,6% (recuperagao) 91,5% (recuperagao)

Os resultados obtidos mostram que o método empregado permitiu uma
recuperacao de 85-90% da fracdo correspondente a AsB. Entao, seguindo o
procedimento para a andlise de amostras de peixe, obteve-se os seguintes
dados na figura 4.14 abaixo, considerando o critério de escolha de amostras

que apresentaram concentracio aproximadamente a 0,8 mg kg! de As total:

1,2
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o
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Rétulos das amostras

W Concentragdo AsB (mg kg-1)

Figura 4.14: Concentracao de AsB nas amostras com As total aproximada-
mente e acima de 0,8 mg kg

Agora, com os dados apresentados de AsB acima, apresentou-se entao
os dados de As total realizados pelo método de GFAAS e AsB pelo método
HPLC-UV-HG-AFS na figura 4.15 abaixo:
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Figura 4.15: Comparagao das concentragoes de AsB e As total nas amostras
de peixe. As barras em roxo representam a concentracao de AsB. As barras
pretas se referem a concentracao de As total da espécie Priacanthus Arenathus
da Regiao da Costa do Sol. As barras vermelhas representam a concentragao
de As total da espécie Pomatomus Saltatrix da Regido da Costa do Sol

Os resultados acima mostram que a diferenga entre AsB e As total é
preocupante, em razao da possibilidade da existéncia de espécies organicas
toxicas de As e espécies inorganicas, que biacumulam no organismo do ser
humano. Entao, foi necessario fazer uma estimativa pessimista para entender
a extensao do problema acima. A amostra OM023 apresentou uma diferenca

de As total e AsB de 0,7 mg kg, que pode ser referente a As téxico.

4.5

Implicacées na saide dos seres vivos estimados pelo consumo de
alimentos contendo As e uma estimativa de consumo com base no
trabalho apresentado

As espécies de As se bioacumulam nos organismos vivos. Os peixes estao
totalmente expostos a continua contaminacao por As em diferentes formas, e
sofrem o efeito de bioacumulacao. Entao, quanto maior os peixes e a exposicao,
maior a quantidade de As bioacumulado. Abaixo, a figura 4.16 demonstra a

consequéncia desse fendmeno:
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[ indice de bioacumulagéao de formas de As téxico

Figura 4.16: Ilustracao do efeito de bioacumulagao nos peixes ao longo do
tempo devido a exposigao a As (arquivo pessoal)

Em outros paises, ha o limite de consumo de As toxico por massa corporal
e por dia. Para esse presente trabalho, buscou-se, entao, relacionar a provavel
quantidade de As téxico encontrada nos peixes pela diferenca de As total e AsB
com a quantidade de massa corporal média do homem e da mulher. Abaixo,
segue um grafico que estabelece a relacdo da massa média do homem e da

mulher e a idade:
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Figura 4.17: Grafico adaptado de massa média do homem e da mulher.
Adaptado de Report of the task group on reference man
(82)

Considerando o pior cenario de concentragao de As téxico proveniente da
amostra OM23 desse trabalho exposta na figura 4.15, e considerando também
o limites maximo e minimo de massa média do homem e da mulher durante
a vida, temos a seguinte situacao: a massas médias durante a vida para o
homem é de 75 kg e para a mulher, por sua vez, é de 62 kg. O pior cenario
da concentracdo de As toxico se refere a amostra OM23 de 0,7 mg kg
Convertendo essa possivel quantidade de As téxico para As toxico ingerido
por massa corporal ug kg considerando-se 18,5 kg de peixe consumido por
habitante ao ano no Rio de Janeiro® tem-se 0,47 ug kg! dia! de As

téxico ingerido para o homem com massa média de 75 kg e 0,57 ug kg
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dia™! para a mulher de 62 anos. Em pafses como Canadd, paises do Reino
Unido, Estados Unidos e Bélgica, os limites de As em peixe sao definidos
como 5,8 ug kgt dia?, 5,6 ug kgt dia?, 8,3 ug kgt diat e 9,5 ug kgt
dia™!, respectivamente. Esses limites desses paises dizem respeito ao consumo
diario e peso corporal, dando maior significado a verificacdo de contaminacao
causada pela exposicao a alimentos que contenham esse contaminante. Em
alguns paises subdesenvolvidos, como Bangladesh, a exposicao a As se deve a
falta de saneamento basico, pelo consumo de agua contaminada, com uma taxa
de 56 ug kg! dia! de consumo de As. No entanto, em outros pafses, verifica-se
que a via principal de exposicao a As se deve por consumo de animais marinhos,
principalmente peixes.(l)

Baseando-se nesses indices, os pesquisadores estimaram uma taxa tole-
ravel de consumo de As téxico de 2 ug kgt diat. M) Desse modo, sabendo que
cada amostra de peixe do presente trabalho se refere ao filé do peixe estudado
em si, nao é possivel dizer que o consumo desses peixes dessa regiao possa
causar problemas de saude para a populagdo em decorréncia de consumo de
As téxico, ja que os valores encontrados de 0,47 ug kg dia™! de provaveis As
toéxicos ingeridos para a massa média do homem de 75 kg e 0,57 ug kg™ dia™
para a mulher de massa média de 62 kg estao abaixo do recomendado pelos
pesquisadores de 2 ug kg dia™! de peixe consumido.

Esses cenarios foram considerados em razao de ser muito dificil de
monitorar o consumo da populacio. E preciso entender se a populacio de
grandes cidades costuma comer esses peixes e qual época do ano ha a maior
probabilidade de isso ocorrer.

Sem estimar quantidades ingeridas, pensa-se que numa familia de dieta
variavel pode nao estar em risco se consumir peixes esporadicamente. No
entanto, familias em comunidades ribeirinhas podem estar em risco elevado
se dependerem somente de peixe como fonte de proteina, pois além da grande
exposicao ao As, ha também exposicao a outras espécies téxicas de outros

elementos como mercirio e selénio. ™ 84



5
Conclusao

O procedimento de otimizacao do método GF-AAS com zeeman resultou
na temperatura de pirdlise como 1200 °C e a temperatura de atomizagao como
2300 °C, com o auxilio do modificador de palddio, Pd(NO3)s.

A exatidao do método foi avaliada através da analise das amostras de
referéncia certificadas BCR-627 (musculo de atum) e DORM-2 (mtsculo de
atum da espécie squalidae, um tipo de tubardo) e apresentou valores de
recuperacao entre 70 e 95%.

As medidas de concentracdo de As total nas amostras de Priacanthus
Arenatus e Pomatomus Saltatrix foram obtidas pelo métodos de GFAAS
indicou valores, em maioria, menores que o estabelecido para limite maximo 1
mg kgt de As em peixes. No entanto, para a real avaliacao de risco fatores como
os héabitos alimentares dos grupos considerados criticos, como os pescadores,
devem ser levados em consideracao. Deve-se levar em consideragao, também,
o possivel risco da populacdo que costuma comer esses peixes. O governo
nao disponibiliza, por meio de nenhum meio, informagoes sobre pessoas que
consomem peixes, a respeito de idade, género, etnia ou renda. E, além disso, tal
limite méaximo nao pode ser o tnico fator de consideracao de risco de consumo
de peixes que contenham As, visto que esse elemento se acumula nos peixes,
dependo da forma que se encontra, como As inorganicos e organicos téxicos.
Isso indica que, ao longo da vida, os consumidores podem estar expostos a
doencgas provocadas pela bioacumulacao de espécies de peixe que contenham
As, aumentando chances de desenvolvimento de cancer, doencas neuropaticas
periféricas, doencas vasculares periféricas, doencas na bexiga e no pulmao.

A hipétese de haver maior concentragdo de As na regiao da Costa do Sol
em decorréncia do fendmeno Barreiras foi confirmada. Algumas apresentaram
concentracao préximas de 1 mg kg!, e a maioria dessas, com apresentacio
acima de 0,8 mg kg?t. Tais medidas de concentracdo de amostras de peixe
para Priacanthus Arenathus e Pomatomus Saltatrix foram, em média, o dobro
daquelas encontradas para a espécie Priacanthus Arenathus da regido da Costa
Verde.

A curva analitica para AsB obtida pelo método HPLC-UV-HG-AFS apre-
sentou boa linearidade e também bons parametros estatisticos de validacao,
incluindo sensibilidade analitica. Os indices de recuperagao ficaram entre 85%
e 90%.

As medidas de concentracdo encontradas para AsB variaram entre 70%
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e 95% em relagdo a arsénio total. No entanto, tais medidas de concentragao
encontradas nao significam a falta de necessidade de utilizar outros métodos
analiticos para especiagdo e quantificacdo de As. Ha a possibilidade de haver
espécies toxicas organicas de As como MMA, DMA e espécies inorgéanicas,
AsO3 e AsyO5 ja muito conhecidas por serem mais toxicas que as espécies

toxicas orgénicas.

Verificou-se que o pior cenario possivel do presente trabalho, em que ha a
possibilidade de As t6xico inorganico e/ou orgénico resultante da diferenga de
As total e AsB, nao indica riscos de consumo de filés de peixe dessa regiao
pela populacdo. No entanto, é necessario que o governo melhor monitore
sua populacao através de pesquisas de comportamento sobre o consumo de
peixes.
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ANEXO A

Dados utilizados para construgao da curva analitica por GFAAS

Desvio
Sinal Sinal padrao | Desvio
Concentracdo |bruto liguido |relativo |padrao |Média
0| 0,0042 0
0| 0,0049 0
0| 0,0028 0 0 0 0

10| 0,0385| 0,0343
10| 0,0385| 0,0336
10| 0,0391| 0,03634,034136 |0,001401 |0,034733
20| 0,0655| 0,0613
20| 0,0678| 0,0629
20| 0,067| 0,06422,313032|0,001453| 0,0628
30| 0,0936| 0,0894
30| 0,0951| 0,0902
30| 0,0987| 0,0959|3,859687 |0,003544 | 0,091833
40| 0,1227| 0,1185
40| 0,1225| 0,1176
40| 0,124| 0,1212|1,573047|0,001873| 0,1191
50| 0,1505| 0,1463
50| 0,1516| 0,1467
50| 0,1489| 0,1461|0,208726 |0,000306 |0,146367




Dados utilizados para construgao da curva analitica por HPLC-UV-GF-AFS

Desvio
Conc (ug/L) Sinal de fluorescéncia média padrdo Desvio padrao relativo
5 93,614
5 96,776
5 90,223
5 94,556
5 92,3311008
5 94,4324 | 93,6554168 | 2,222152371 2,37268964
10 187,896895
10 188,32424
10 185,37
10 188,35
10 182,3652176
10 [ 156,2612705 | 2,601321436 | 1,395100135
15 324,3393305
15 325,032092
15 324,76
15 324,99
15 324,55521
15 324,989 | 324,7776054 | 0,281573125 | 0,086697211
20 419,7108167
20 419,78762
20 420,1
20 418
20 417,6892378
20 418,094 418,8969458 | 1,078036931 | 0,257351347
25 493,5637837
25 493,999
25 493,56
25 492,1
25 491,3289184
25 494,094 | 493,107617 | 1,127768969 | 0,228706459
50 1036,582745
50 1035,4777
50 1034,8
50 1033
50 1035,47849
50 1033,02 | 1034,726489 | 1,447327375 | 0,139875357




Equacodes utilizadas e dados utilizados para obtencéo da curva analitica
completa, limites de detecgao e quantificacao e residuos

Sensibilidade

m = Variacao do sinal/Variagcdo da concentragao
Centroides

Xm =Xi/réplicas

Ym =Yyi/réplicas

M = (Xi-Xm) (Yi-Ym)/ (Xi-Xm)?

Curva analitica normal

Ym = MXm

Desvio padrao residual e desvio padrbes do intercepto e de m
S, = ((yi-yi projetado)?/n-2)"2 onde n = réplicas
Sm = Sys/((xi-xm)?)""2

Sb= Sy (Xi*/n(xi-xm)?) 2

Equacao da curva analitica completa
Y=(m=sm)x+ (b =*sb)

LD = 3,3*sb/m

LQ =10*sb/m



ANEXO C

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL

BCR® - 627

CERTIFICATE OF ANALYSIS

TUNA FISH TISSUE

Mass fraction based on dry mass Number of accepted
Certified value Uncertainty 2 setsioridataip
Arsenobetaine 52  pmol/kg 3  umol/kg 6
Dimethylarsinic acid 2.0 pmolkg 0.3 pmol/kg 6
Total arsenic 4.8 mg/kg 0.3 mg/kg 9

1) The certified value is the unweighted mean of the means of p sets of results. These sets of results were
provided by different laboratories and different methods. The certified value is traceable to the International
System of Units (Sl).

2) The uncertainty is taken as the half-width of the 95 % confidence interval of the mean value (1).

This certificate is valid for one year after purchase.

Sales date:

The minimum amount of sample to be used is 300 mg.

Indicative Values

2)
3)

Standard deviation

Based on all individual data

Element Mass fraction based on dry mass

Indicative value Uncertainty 2
Ho 1.8 ug’kg 0.6 ug’kg
Sc 8.5 ug’kg 1.8 ug/kg
Yb 2.8 ug’kg 0.5 pug/kg
As 71 mg/kg 0.5 mg/kg
Cd 0.275 mg/kg 0.011 mg/kg
Cr 0.37 mg/kg 0.06 mg/kg
Cs 13.8%  ug/kg 1.5  ug/kg
Mo 1.99% mg/kg 0.15 mg/kg
Zn 70.7 mg/kg 04 mg/kg

" Mean value

# X %

%5
% o

Fo g F

EUROPEAN COMMISSION
JOINT RESEARCH CENTRE

Institute for Reference Materials and Measurements

iy

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
BCR® - 668

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Table 1. Certified Concentrations for Selected Inorganic Constituents in SRM 2976 (Dry-Mass Basis)

Element

Arsenic (As)

Cadmium (Cd)

Copper (Cu)
Iron (Fe)
Lead (Pb)

Selenium (Se)

Zinc (Zn)

Mass Fraction®

(mg/kg)

-
=]
-
(=]
HHH+HF+HHH

National Institute of Standards & Technologo

Uertificate of Analysis

Standard Reference Material® 2976




ANEXO E

Grubbs' critical value table:

N 0.1] 0.075 0.05] 0.025 0.01 N 0.1] 0.075 0.05] 0.025 0.01
3 1.15 1.15 1.15 1.15 1.15 53 0 0 2.981 3.151 999
4 1.42 1.44 1.46 1.48 1.49 54 0 0 2.988 3.158 999
5 1.6 1.64 1.67 171 1.75 55 0 0 2.995 3.165 999
6 1.73 1.77 1.82 1.89 1.94 56 0 0 3.002 3.172 999
7 1.83 1.88 1.94 2.02 2.1 57 0 0 3.009 3.179 999
8 191 1.96 2.03 2.13 2.22 58 0 0 3.016 3.186 999
9 1.98 2.04 211 221 2.32 59 0 0 3.023 3.193 999
10 2.03 2.1 2.18 2.29 2.41 60 0 0 3.03 3.2 999
11 2.09 2.14 2.23 2.36 2.48 61 0 0 3.036 3.206 999
12 213 22 2.29 2.41 2.55 62 0 0 3.042 3.212 999
13 217 2.24 233 2.46 2.61 63 0 0 3.048 3.218 999
14 221 2.28 237 251 2.66 64 0 0 3.054 3.224 999
15 2.25 2.32 241 2.55 2.71 65 0 0 3.06 3.23 999
16 2.28 2.35 2.44 2.59 2.75 66 0 0 3.066 3.236 999
17 231 2.38 2.47 2.62 2.79 67 0 0 3.072 3.242 999
18 2.34 241 2.5 2.65 2.82 68 0 0 3.078 3.248 999
19 2.36 2.44 2.53 2.68 2.85 69 0 0 3.084 3.254 999
20 2.38 2.46 2.56 2.71 2.88 70 0 0 3.09 3.26 999
21 0 0 2.58 2.73 291 71 0 0 3.095 3.265 999
22 0 0 2.6 2.76 2.94 72 0 0 3.1 3.27 999
23 0 0 2.62 2.78 2.96 73 0 0 3.105 3.275 999
24 0 0 2.64 2.8 2.99 74 0 0 3.11 3.28 999




25 2.66 2.82 3.01 75 3.115 3.285 999
26 2.68 2.84 999 76 3.12 3.29 999
27 2.7 2.86 999 77 3.125 3.295 999
28 2.72 2.88 999 78 3.13 33 999
29 2.73 2.9 999 79 3.135 3.305 999
30 2.75 291 999 80 3.14 331 999
31 2.76 2.93 999 81 3.144 3.314 999
32 2.78 2.95 999 82 3.148 3.318 999
33 2.79 2.96 999 83 3.152 3.322 999
34 2.81 297 999 84 3.156 3.326 999
35 2.82 2.98 999 85 3.16 3.33 999
36 2.83 2.992 999 86 3.164 3.334 999
37 2.84 3.004 999 87 3.168 3.338 999
38 2.85 3.016 999 88 3.172 3.342 999
39 2.86 3.028 999 89 3.176 3.346 999
40 2.87 3.04 999 920 3.18 3.35 999
41 2.88 3.05 999 91 3.183 3.353 999
42 2.89 3.06 999 92 3.186 3.356 999
43 2.9 3.07 999 93 3.189 3.359 999
44 291 3.08 999 94 3.192 3.362 999
45 2,92 3.09 999 95 3.195 3.365 999
46 2.928 3.098 999 96 3.198 3.368 999
47 2.936 3.106 999 97 3.201 3.371 999
48 2.944 3.114 999 98 3.204 3.374 999
49 2.952 3.122 999 99 3.207 3.377 999
51 2.967 3.137 999 100 3.21 3.38 999




52 0 0 2.974 3.144 999

Fonte: Standard practices for dealing with outlying observations (2021) - ASTM International



