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Sumario

Atualmente, com o aumento da diversidade de produtos alimentares em resposta
ao crescimento da populacdo mundial surgiu a necessidade de efetuar um controlo mais
exigente destes produtos de modo a garantir a sua qualidade, seguranca alimentar e
confianca para o consumidor. Assim, foram desenvolvidos diversos métodos analiticos
capazes de analisar, com o nivel de exigéncia necessario, 0s constituintes presentes nos
produtos alimentares, nutricionais e contaminantes e, desta forma, caracteriza-los
qualitativa e quantitativamente. Dentro destes constituintes, contaminantes como 0s
metais pesados tém sido alvo de estudo em contexto alimentar. Estes causam efeitos
graves na saude humana sendo por isso crucial a sua determinacdo. O chumbo, o
mercUrio, o0 cAdmio e o arsénio sdo 0s metais pesados que apresentam maiores riscos de
seguranca alimentar, sendo considerados os metais mais toxicos. De modo a garantir a
seguranca e qualidade dos produtos consumidos, criaram-se laboratérios acreditados,
cujos métodos foram devidamente validados.

A presente dissertacdo foi desenvolvida na empresa Silliker Portugal, S.A, e teve
como objetivo validar estatisticamente o método para quantificar o teor de chumbo,
cadmio, mercurio e arsénio em géneros alimentares por espetrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado. A espectrometria de massa acoplada a plasma
indutivamente é uma técnica de analise multi-elementar, rapida, precisa e exata para a

quantificacdo de elementos vestigiais em amostras liquidas e solidas.

Neste trabalho mostrou-se que o método analitico apresentava uma correlagdo
linear entre a resposta obtida por ICP-MS e a concentracdo de analito, sendo que a média
dos valores obtidos para arsénio, cadmio, mercurio e chumbo foi superior a 0,995.
Também se verificou que a sensibilidade do método se manteve inalterada ao longo do

tempo.

Quanto a precisdo do método, mostrou-se que nos niveis de trabalho estudados os
valores dos CV foram aceitaveis. Constatou-se, ainda, que ndo foram evidenciadas

ocorréncia de erros sistematicos uma vez que o método mostrou ser justo.

Depois de analisados todos os parametros, é possivel afirmar que o método foi
devidamente validado para a quantificacdo de Pb, Cd, As e Hg nas matrizes alimentares

estudadas.
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Abstract

With the increase in the diversity of food products, in response to the growth of
the world population, there is a need to carry out a more demanding control of these
products to guarantee their quality and safety for the consumer. Thus, several analytical
methods, capable of analyzing the constituents present in food products, nutritional and
contaminants, were developed with the required level of demand and, in this way,
characterize them qualitatively and quantitatively. Among the variety of constituents,
contaminants as heavy metals have been the subject of study. These cause serious effects
on human health and their determination is therefore crucial. Lead, mercury, cadmium,
and arsenic are the heavy metals that present the greatest food safety risks, being

considered the most toxic metals.

Thus, in order to guarantee the safety and quality of the products consumed,

accredited laboratories were created, whose methods were duly validated.

For this reason, the present dissertation developed at Silliker Portugal, S.A., aimed
to statistically validate the method to quantify the content of lead, cadmium, mercury and
arsenic in foodstuffs by inductively coupled plasma mass spectrometry. Inductively
coupled plasma mass spectrometry is a fast, accurate multi-element analysis technique

for the quantification of trace elements in liquid and solid samples.

In this work it was shown that the analytical method presented a linear correlation
between the response obtained by ICP-MS and the analyte concentration, and the average
of the values obtained for arsenic, cadmium, mercury and lead was greater than 0,995.

Also it was found that the sensitivity of the method remained unchanged over time.

As for the precision of the method, it was shown that at the work levels studied,
the VC values were acceptable. It was also found that the occurrence of systematic errors

was not evidenced since the method was shown to be accurate.

After analyzing all parameters, it is possible to affirm that the method was
properly validated for the quantification of Pb, Cd, As and Hg in the studied food

matrices.
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1. Introducéo

Numa era em que a preocupacdo por uma alimentacdo consciente é crescente, é
essencial que as empresas ligadas a industria alimentar possam garantir a seguranga dos
produtos que comercializam. Como consequéncia, foram surgindo em todo o mundo
inimeros laborat6rios de ensaio que permitem analisar os produtos alimentares de modo
a garantir que estes sdo de confianca e, como tal, ndo prejudicam a saude dos
consumidores. De modo a avaliar a qualidade dos produtos alimentares, os laboratorios
devem ter um Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ) que consiste no conjunto de
procedimentos e responsabilidades que uma empresa ou organizagdo implementa de
modo a estabelecer 0s seus objetivos e recursos para efetuar medigdes corretas. [1] Para
além disso, os laboratorios também podem ser acreditados o que significa que os métodos
utilizados nos laboratérios foram devidamente avaliados por entidades de acreditacéo e,

como tal, a competéncia do laboratorio é reconhecida mundialmente. [2]

Deste modo, em laboratérios acreditados, € possivel determinar os diversos
parametros que caracterizam um produto alimentar, nomeadamente, a presenca de
microrganismos ou a quantidade dos diversos constituintes dos alimentos, geralmente
apresentados no rotulo do produto, como o teor de acidos gordos, de acgucares, de
proteinas, de metais, entre outros. Assim, espera-se que os resultados sejam obtidos com

uma maior confianca e que, desta forma seja possivel diminuir a inseguranca alimentar.

Desta forma, o presente trabalho, desenvolvido na Silliker Portugal, S.A., teve como
objetivo avaliar o desempenho de uma metodologia utilizada no laboratério de ensaio,
que permite quantificar, com um determinado grau de confianga, os niveis de chumbo,
cadmio, mercurio e arsenio em diversos produtos alimentares, recorrendo a espetrometria

de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).
1.1. A Empresa

A Silliker Portugal, S.A. é uma empresa de prestacdo de servicos ligada aos
diversos ramos do setor agro-alimentar. Em julho de 1992, em Vila Nova de Gaia, surge
como EGI - Sociedade de Engenharia e Gestdo da Qualidade, Lda., que rapidamente toma
a posicéo de lider nacional no setor, numa altura em que a oferta de servigos de andlises
e assessoria escasseia para uma necessidade de prevencdo da qualidade e seguranca

alimentar acentuada. E entdo em 1993 que integra o Sistema Portugués da Qualidade
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através da acreditacdo do seu laboratdrio, segundo a norma ISO/IEC 17025. No ano 2000
surge o laboratdrio de andlise sensorial, consequente do reconhecimento da importancia
da avaliacdo organoléptica de produtos de consumo. Devido ao forte crescimento, em
2005, a EGI expande as suas instalacdes para albergar todos os seus servigos. Em 2008,
a multinacional norte-americana Silliker adquire a EGI, dando assim origem a Silliker
Portugal, S.A., passando a integrar um dos maiores grupos a nivel mundial na prestacao
de servicos na area da qualidade e seguranca alimentar. E desde 2014 que a Silliker se

apresenta como Mérieux NutriSciences. [3]

As instalacGes da Silliker Portugal estéo repartidas em duas &reas: Administrativa
e Laboratorial. Os laboratorios existentes de analises fisico-quimicas, microbioldgicas,
métodos instrumentais de analise e analise sensorial estdo equipados com uma equipa de
analistas habilitados a realizar as mais diversas técnicas de analise e meios técnicos

adequados. [3]

1.2. Enquadramento do Tema — Metais Pesados em Alimentos

A ingestdo de alimentos € algo crucial para a sobrevivéncia humana. Como tal é
imprescindivel garantir a qualidade destes. Os alimentos podem representar riscos para a
salde caso estejam contaminados, sendo os metais uma das possiveis fontes de
contaminacgdo. Alguns dos metais sdo altamente toxicos, mesmo que ingeridos em
pequenas quantidades. O controlo da contaminacdo de géneros alimenticios (por
exemplo, produtos agricolas, produtos de pesca e pecuaria, outras matérias-primas e de
produtos processados) por metais é fundamental para minimizar a exposicdo a este tipo
de contaminantes. Esta necessidade de controlo pode surgir quer da parte da industria
alimentar, quer de outros elos da cadeia econdémica que pretendam verificar a

conformidade dos produtos que adquirem. [4]

Os metais pesados sdo constituintes naturais da crosta terrestre, estando
amplamente espalhados na natureza. Através de processos naturais de erosdo das
formagdes rochosas, séo libertados para o ambiente, surgindo nos solos, rios, lagos e
mares. Por outro lado, as atividades industriais como a combust&o industrial de carvéo,
as fundicdes, incineracao de residuos, contribuem para aumentar as emissfes de metais

pesados na atmosfera. [5]
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Os metais pesados causam efeitos graves na saude que envolvem a reducgdes no
crescimento e desenvolvimento, cancro, danos no sistema nervoso, entre outros, sendo as
criangas particularmente sensiveis, sendo por isso crucial a sua determinacéo. O chumbo,
0 mercdrio, 0 cAdmio e o arsénio sdo 0s metais pesados que apresentam maiores riscos de
seguranca alimentar, [5] sendo considerados pela Autoridade Europeia para a Seguranca

Alimentar (EFSA) os metais mais toxicos. [4]

Assim sendo, este trabalho foca-se no desenvolvimento de uma metodologia de

ICP-MS para anélise dos elementos cadmio, chumbo, mercurio e arsénio.

1.3. Metais pesados

O chumbo, Pb, é um metal que esta presente naturalmente no ambiente ou é
introduzido através de atividades humanas, como a mineracéo e atividade industrial. Os
seres humanos estdo expostos ao chumbo através da agua, solo, poeiras e alimentacéo,

sendo esta Gltima a principal fonte de exposicéo. [6]

Dependendo da exposi¢cdo ao chumbo, este pode causar danos cerebrais, paralisia,
anemia, sintomas gastrointestinais, problemas nos rins e nos sistemas reprodutor,

imunitario e nervoso. [7]

Na tabela A.1. do Anexo A, apresentam-se 0s teores maximos de chumbo em
alimentos fixados pela Unido Europeia, segundo o regulamento N° 1881/2006 da
Comisséo Europeia, de 19 de dezembro de 2006, sendo o limite admissivel mais elevado
de 1,5 mg/kg para moluscos/bivalves e o limite admissivel mais baixo de 0,020 mg/kg

para produtos lacteos. [8]

O cadmio, Cd, esta presente naturalmente no meio ambiente na sua forma
inorganica como resultado de emissdes vulcanicas e desgaste das rochas. O cadmio é
libertado no meio ambiente por &guas residuais e incineracdo de residuos, e a
contaminacéo de solos agricolas pode ocorrer pelo uso de fertilizantes, por deposicdo de
ar e pelo contetdo de esgoto que contem cadmio. Os aumentos nos niveis de cddmio no

solo resultam num aumento na absorcao de cadmio pelas plantas, dependendo da espécie
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da planta, do pH e de outras caracteristicas do solo. Organismos alimentares comestiveis,

como moluscos, crustaceos e fungos, sdo acumuladores naturais de cadmio. [9]

O cadmio afeta principalmente os rins, e esta também associado a danos

pulmonares. [7]

Na tabela A.2. do Anexo A, apresentam-se 0s teores maximos de cadmio em
alimentos, fixados pela Unido Europeia, segundo o regulamento N° 488/2014 da
Comisséo Europeia de 12 de maio de 2014 que altera o Regulamento (CE) n.o 1881/2006,
sendo o limite admissivel mais elevado de 1,0 mg/kg para moluscos, cefal6podes,
cogumelos, rins e suplementos alimentares e o limite admissivel mais baixo de 0,0010

mg/kg para férmulas em p6 feitas a partir de produtos lacteos. [10]

O mercurio, Hg, € um metal presente no meio ambiente devido a fontes naturais e
antropogénicas. Apds a sua libertagdo no meio ambiente, este elemento passa por
complexas transformacgoes e ciclos entre a atmosfera, o0 solo e os sistemas aquaticos.
Durante este ciclo biogeoquimico, humanos, plantas e animais sdo expostos ao mercurio,
resultando potencialmente numa variedade de impactos a salde, tais como problemas

renais e danos no sistema nervoso. [7, 11]

O mercurio é amplamente distribuido em alimentos em niveis muito baixos, e
principalmente na forma inorganica menos tdxica, mas a forma mais toxica de mercdrio,

metilmercurio, é encontrada em niveis significativos em peixes e frutos do mar. [7]

Na tabela A.3. do Anexo A, apresentam-se 0s teores maximos de mercurio em
alimentos fixados pela Unido Europeia, segundo o regulamento N° 1881/2006 da
Comisséo Europeia, de 19 de dezembro de 2006, sendo o limite admissivel mais elevado
de 1,0 mg/kg e o limite admissivel mais baixo de 0,50 mg/kg, ambos para produtos de

pescado, dependendo da espécie. [8]

O arsénio, As, € um semimetal que € encontrado no meio ambiente como resultado
de ocorréncia natural ou da atividade humana. A principal fonte de exposi¢do para a
populacéo € a alimentacdo, especialmente através de alimentos como cereais e produtos

a base de cereais, algas, arroz e produtos a base de arroz, peixe e vegetais. [12] A ingestdo
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de alimentos contendo arsénio inorganico é de extremo perigo uma vez que este tem

propriedades cancerigenas. [7]

O arsénio pode ser encontrado na sua forma organica ou inorganica, sendo a sua
forma inorganica a mais toxica. Nas espécies onde é detetado arsénio organico,
nomeadamente espécies marinhas, mesmo que Sejam poucos 0S casos, 0s valores sdo
vestigiais [12]. Posto isto, se a concentracdo de arsénio total for inferior ao teor maximo
admissivel para o arsénio na forma inorganica, a amostra é considerada conforme com o
teor maximo para o arsénio na forma inorganica nao sendo necessario fazer a especiacao

do arsénio no alimento em anélise. [13]

No Regulamento (EU) 2015/1006, apenas sdo abordados os limites maximos de
arsénio, na forma inorgénica, permitidos em arroz e produtos a base e arroz, que se
apresentam na tabela A.4. do Anexo A, sendo o limite admissivel mais elevado de 0,30
mg/kg para alguns produtos a base de arroz e o limite admissivel mais baixo de 0,10

mg/kg para produtos contendo arroz e destinados aos mais jovens. [14]

1.4. Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

A espectrometria de massa acoplada a plasma indutivamente ¢ uma técnica de
analise multi-elementar, rapida, precisa e exata para a quantificacdo de elementos
vestigiais em amostras liquidas e solidas. Conseguem-se analisar em simultaneo cerca de

20 a 30 elementos numa amostra. [15]

O espectrometro de massa acoplado a plasma indutivo foi desenvolvido no final
dos anos oitenta com a finalidade de aliar a simplicidade de um sistema de introducéo de
amostra e rapidez de analise de um ICP, a exatiddo e baixos limites de dete¢do de um
espectrometro de massa. Desta combinacédo resultou um equipamento capaz de efetuar

uma analise de vestigios multi-elementar, esquematizado na figura 1.1. [15]
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Figura 1.1 - Esquematizagéo do ICP-MS [16]

1.4.1. Componentes ICP-MS

O sistema de introdugdo de amostra de um ICP-MS é constituido por uma bomba

peristaltica, um nebulizador e uma camara de nebulizacéo.

O ICP-MS apresenta uma bomba peristaltica integrada que controla o fluxo de
solucédo de amostra para o instrumento, bombeando continuamente a solu¢do da amostra
para o nebulizador, que dispersa a amostra, por formacao de aerossois que sdo arrastados
por uma corrente de gas de argon (gas nebulizador) para uma cdmara de pulverizacéo de
passagem dupla [16]. De modo a remover as gotas de amostra maiores, 0 aerossol é
direcionado para um tubo central do comprimento da cdmara. Ao atingir o fim da camara
de nebulizacéo, as gotas de maiores dimensdes caem por gravidade e sdo expelidas por
um canal de drenagem [17]. Para evitar que a camara de pulverizacdo se encha de liquido,
o canal de drenagem da bomba peristaltica remove constantemente o excesso de solucéo

de amostra. [16] Este sistema encontra-se representado na figura 1.2.
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Figura 1.2 — Sistema de Introducgéo de Amostra [16]

De modo a arrefecer a camara de pulverizacdo é necessario a utilizacdo de um
refrigerador. Este refrigerador permite que a temperatura dentro da camara seja
precisamente controlada, levando a um sinal de ides muito estavel. Além disso, também
diminui a producéo de éxidos, condensando o vapor de &gua no plasma, o que, por sua

vez, reduz a interferéncia em certos analitos. [16]
Y Nebulizador

Existem vérios tipos de nebulizadores, sendo estes: concéntrico, de fluxo cruzado e
de micro fluxo. O nebulizador utilizado é do tipo concéntrico, representado na figura 1.3.
[17]

Figura 1.3 - Diagrama de um nebulizador concéntrico tipico [17]

No nebulizador concéntrico, a solucéo é introduzida por meio de um tubo capilar para
uma regido de baixa pressdo criado por um gas que flui rapidamente no fim do capilar. A
combinacdo de uma baixa pressdo com o gas a alta velocidade tem como proposito
transformar a solu¢do num aerossol. Nebulizadores pneumaticos concéntricos fornecem

excelente sensibilidade e estabilidade, particularmente com solucdes limpas. No entanto,
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0s peqguenos orificios podem ser afetados por problemas de blogueio, especialmente se

forem aspiradas muitas amostras de matriz pesada. [17]

O plasma é gerado fazendo passar o argon através de trés tubos concéntricos (a
tocha) e acondicionados no final por uma bobina de radiofrequéncia (RF) [15]. Os tubos
sdo normalmente de quartzo, sendo o tubo central o injetor da amostra. [17] Na figura

1.4. encontra-se representado um esquema deste componente do ICP-MS.
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Carrier

_==—] Auxilary — 1
Nebulizer gas SEL

Sample injector i< RFFiled

Plasma Gas

RF power RF Coil (Cooled)

Figura 1.4-Esquema detalhado de uma tocha e RF coil [16,17]

O gas nebulizador transporta a amostra sob a forma de um fino aerossol no tubo
injetor da amostra. O gas auxiliar circula entre o tubo de introducéo da amostra e o tubo
do meio. Este gas tem como funcdo o aumento da separacdo entre o plasma e a tocha,
reduzindo assim a temperatura na extremidade do tubo injetor, o que evita a deposigéo de
matéria dissolvida no mesmo. O gas do plasma circula entre o tubo do meio e o tubo mais

externo. A sua funcéo ¢ arrefecer o tubo mais externo da tocha. [17]
» Formacdo de uma descarga de ICP

Todo este processo esta representado na figura 1.5. Primeiro um fluxo tangencial de
argon é direcionado entre o tubo externo e o intermediario da tocha (figura 1.5. (a)). Uma
bobina, geralmente de cobre, que envolve a extremidade superior da tocha, esta conectada
a um gerador de radiofrequéncia. Quando a poténcia de RF ¢ aplicada a bobina de carga,
uma corrente oscila dentro da bobina a uma taxa correspondente a frequéncia do gerador.
Esta oscilacdo de RF da corrente na bobina leva a criagcdo de um campo eletromagnético
intenso no topo da tocha (figura 1.5. (b)). Com argon a percorrer a tocha, uma faisca de

alta tensdo € aplicada ao gas, o que faz com que alguns eletrdes sejam retirados dos seus
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atomos de argon (figura 1.5. (c)). Estes eletrdes vao colidir com outros atomos de argon,
separando ainda mais eletrdes. Esta colisdo induzida por ionizagcdo do argon continua
numa reacao em cadeia (Figura 1.5. (d)), formando o que é conhecido como uma descarga
de plasma indutivamente acoplada. O aerossol de amostra é introduzido para o plasma

através do tubo central, chamado de injetor de amostra (Figura 1.5. (e)). [17]

Quartz
torch
/ orcl / N
o= et ——
& Al '5
o;oo Ir \!
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oo of argon gas TPk
Sample introduced
(@) (e) 2

through sample injector
©000:

5 Ce— 2%
omou R b s
0 I ? I I
Collision-induced Formation of inductively

ionization of argon coupled plasma

Figura 1.5 - Esquema de uma tocha ICP e bobina de carga mostrando como a inducao plasma acoplado é formado. [17]

> lonizacdo da amostra

Ao percorrer o plasma, as goticulas de liquido contendo a matriz da amostra e 0s
elementos a determinar sdo secas (remocdo das moléculas de agua), convertidas em
pequenas particulas solidas, e em seguida aquecidas até ao estado gasoso e atomico. A
medida que os atomos viajam pelo plasma, tendem a absorver mais energia e libertam
eletrbes para formar ides com carga unitaria que sai do plasma e entra na regido da
interface [17]. O processo de conversdo das goticulas em ides encontra-se esquematizado
na figura 1.6.

Droplet {Desolvation) Solid (Vaporization) Gas (Atomization) Atom (lonization) lon
M{H,0)" X - (MX), - MX - M - M
From sample injector = To mass spectrometer

Figura 1.6 - Mecanismo de conversao de goticulas em ides por ICP. [17]
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O objetivo da interface, representada na figura 1.4., é transportar os ides,
eficientemente e com integridade elétrica, do plasma (que se encontra a pressdo

atmosférica) até ao espectrometro de massa, em vacuo. [18]

Na primeira fase de vacuo, os ides passam através de um orificio na placa frontal
da interface para uma camara de vacuo, referida como cone de amostragem (sampling
cone), que é uma regido de expansdo evacuada por uma bomba rotativa. Os ides entdo
passam atraveés de um segundo orificio denominado skimmer cone, que atua como um
orificio entre a interface e a cdmara de vacuo intermediaria [16]. Os cones estdo
representados na figura 1.7. Os ides sdo extraidos da zona de interface e colimados por
um conjunto de lentes idnicas, controlados electrostaticamente [18]. Posteriormente 0s
iBes sdo evacuados para uma zona de alto vacuo obtido por uma bomba turbomolecular.
[16]

Interface
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Figura 1.7 - Vista do sampler e do skimmer cone [18]

O problema inerente reside no facto de o ICP-MS ser relativamente ineficiente:
apenas um em cada milh&o de i0es gerados no plasma atinge o detetor. Um dos fatores
que mais contribui para esta baixa eficiéncia é a elevada concentracdo de elementos de
matriz comparativamente com os dos analitos, provocando assim um desvio dos ifes na

sua trajetdria e alterando as caracteristicas de transmissao do feixe ionico. [19]

Um papel secundario, mas também muito importante do sistema ético € impedir
particulas, espécies neutras e fotdes de passar para 0 espetrometro de massa e para 0
detetor. Essas espécies causam instabilidade de sinal e contribuem para ruido de fundo, o
que acaba por afetar o desempenho do sistema. [19]

10
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O Octopole Reaction System ou Sistema de Reacdo Octopolar (ORS) é um guia
de iBes octopolar contido dentro de um recipiente de ago inoxidavel e pressurizado com
um gas, na maioria das vezes He ou Hz. O ORS é posicionado entre o conjunto de lentes
de ides e o filtro do espetrometro de massa. Conforme os ides da amostra entram nesta
célula, estes interagem com o gas, 0 que leva a que estes se desintegrem, através de
reacdes de colisdo, em outros ides que podem ser separados no espetrometro de massa,
resultando na reducdo da interferéncia molecular, eliminando as principais interferéncias

provenientes da matriz da amostra. [16]

O quadrupolo encontra-se posicionado entre o sistema de lentes e o detetor, e é
mantido a vacuo com uma bomba turbomolecular. E constituido por quatro longas hastes
de metal, que sdo dispostas paralelamente entre si, onde é aplicada uma corrente continua
(DC) e um potencial de radiofrequéncia. [16] Os ides s@o introduzidos na zona central e
no inicio das hastes de metal. O principio de atuacdo do quadrupolo baseia-se numa
combinacdo especifica de corrente e amplitude de radiofrequéncia de modo a permitir a
passagem dos iGes com uma determinada massa/carga. Todos os ides com valor mais
baixo ou mais elevado de razdo massa/carga sao desviados e neutralizados [15]. Na figura
1.8. apresenta-se um exemplo simplificado do modo de atuacdo do quadrupolo. O analito
(a preto) e quatro outros ides (coloridos) chegam a entrada das quatro hastes do
quadrupolo, e, quando uma determinada voltagem RF-DC aplicada, o ido do analito em
interesse vai ser direcionado, mantendo a sua trajetdria ao longo do quadrupolo, onde sera
posteriormente convertido em pulsos elétricos no detetor. Os restantes iGes com diferentes
razdes massa/carga vao ser dirigidos para os espagos entre as hastes e sdo desviados do
detetor. Este processo é repetido para os restantes analitos com outras razdes massa/carga

até ser efetuada uma analise multielementar da amostra. [20]

11
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Figura 1.8 - — Principio de separa¢éo de massa do quadrupolo do ICP-MS [20]

O quadrupolo define a capacidade de separar o pico de um analito de uma
interferéncia espectral, e carateriza a resolucdo (R) do espetrometro de massa, que é

traduzida pela equacéo 1.1.
R =m/Am (Equagéo 1.1)

m - Massa nominal a qual o pico ocorre; Am - Diferenca de massa entre dois picos. [20]

O sistema de detecdo de um ICP-MS efetua a contagem dos ides que emergem do
espectrometro de massa. Quando um ido entra no multiplicador de eletrdes o ido atinge o
primeiro dinodo resultando na libertacdo de eletres. Os eletrfes atingem, entdo, o
proximo dinodo, gerando mais eletres. Este processo repete-se pelos varios dinodos,
sendo os multiplos eletrdes produzidos detetados como um sinal elétrico que é
posteriormente contabilizado pelo circuito integrado. A magnitude dos pulsos elétricos
corresponde ao numero de ides de analito presentes na amostra. [16, 21]

1.4.2. Interferéncias

As sobreposicdes espectrais sdo provavelmente o tipo de interferéncias mais
probleméticas em ICP-MS. Este tipo de interferéncias ocorre quando um ido do analito

apresenta 0 mesmo valor de razdo massa/carga que um ido presente no plasma. [22]

y  Interferéncias Poliatdmicas ou Moleculares

Sao produzidas pela combinacgdo de dois ou mais iGes monoatdmicos. Sdo causadas
por uma variedade de fatores, estando normalmente associadas ao plasma, ao gas

nebulizador usado, aos componentes de matriz presentes na amostra, ao solvente, ao
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oxigénio e ao nitrogénio proveniente de uma possivel entrada do ar circundante. De modo
semelhante, o argon pode formar interferéncias poliatdbmicas com alguns elementos
presentes nos acidos usados na dissolucéo das amostras. Por exemplo, em meio cloridrico,
0 “*Ar* combina-se com o is6topo mais abundante do cloreto na massa 35 para formar o

OAr®Cl que interfere com o Unico is6topo existente do arsénio na massa 75. [22]

Y Oxidos, Hidréxidos, Hidretos e Espécies com Dupla Carga

Outro tipo de interferéncia espectral é criado por elementos existentes na amostra e
que se combinam com H, %0 ou ’OH (proveniente da agua ou do ar) para formar ides
hidreto (H), 6xidos (*%0) e hidroxidos (*’OH). Associadas as sobreposicdes de 6xidos
estdo as interferéncias espectrais com dupla carga. Estas podem ser minimizadas pela
otimizacdo do caudal de gas do nebulizador e da energia de RF. Estas interferéncias séo

normalmente produzidas nas regides mais frias do plasma, mesmo antes da interface. [22]

Y Interferéncias isobaricas

Este tipo de interferéncia ocorre devido a formacdo de iGes com a mesma razao
massa/carga, mas provenientes de isdtopos de elementos diferentes. [21] Como € comum
encontrar-se na natureza os elementos nos seus VAarios is6topos, torna-se entdo bastante
frequente encontrar no espetro ides de elementos diferentes que apresentem a mesma

razdo massa/carga. [23]

As interferéncias nao-espetrais, ou efeitos de matriz, podem ter origem em
diferentes processos ou localizagfes: no processo de nebulizacdo, no plasma, na regido
da interface ou na &rea das lentes. O efeito resultante € uma perda de sensibilidade nalguns
elementos, isto €, uma supressdo do sinal do analito. Este tipo de interferéncias inclui o
entupimento do nebulizador, do tubo injetor da tocha, e dos cones (sampler) causados por
uma elevada concentracdo de matéria dissolvida ou pela nebulizacdo de solventes

organicos. [24, 25]

A presenca de matéria organica pode provocar interferéncias por diferencas de
viscosidade entre as amostras e 0 solvente aspirado [22]. As diferencas de viscosidade,
tensdo superficial e densidade entre as amostras e as solucdes de calibragdo, causadas por
diferengas na quantidade e tipo de matéria dissolvida, tipo ou concentracdo de acidos,

podem produzir variacdes na velocidade de introducdo da amostra, eficiéncia da
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nebulizacdo e na distribuicdo de particulas por tamanho do aerossol. As diferencas de
temperatura entre diferentes solu¢des podem produzir efeitos semelhantes. O uso de uma
bomba peristéltica pode reduzir os efeitos causados por diferencas na velocidade de

distribuicéo das solucdes. [24]

No plasma, as matrizes podem causar uma alteracdo no grau de ionizagdo de
alguns elementos, sobretudo no caso de elementos que possuem uma elevada energia de
1% jonizacdo, como por exemplo o Cd, Zn, As, Se, Hg, etc. Na maioria dos casos observa-

se uma supressédo do sinal do analito. [24]

Na regido das lentes ocorre a separacdo de particulas com cargas positivas e
negativas (ides positivos e eletrbes negativos). Os iGes dos elementos mais leves na
presenca de um elevado nimero de ides de elementos mais pesados vdo ser mais repelidos

do que na situacdo inversa, sofrendo deste modo mais de efeitos de matriz. [24]

1.5. Validagdo de um método

Para além do reconhecimento internacional da qualidade do laboratério, é
importante que os métodos utilizados no mesmo sejam apropriados para solucionar o
problema analitico proposto pelo cliente. Esta descrito na NP EN 1SO 17025:2005 que 0s
métodos de ensaio usados em laboratorios acreditados devem ser normalizados, isto &, 0s
métodos a serem utilizados pelo laboratorio devem, numa fase inicial, ser devidamente
validados, e, posteriormente, sujeitos a uma avaliacdo periddica, de modo a serem
reconhecidos pela comunidade laboratorial nacional ou internacional [26,27]. A
validacdo de um método de ensaio, de acordo com o mesmo documento normativo,
consiste na obtencdo de evidéncias objetivas que confirmam que esse método cumpre 0s
requisitos especificos para uma determinada finalidade, isto €, a validacdo permite obter
evidéncias acerca das principais capacidades e limitacbes do método quando este é

aplicado em condic@es de rotina. [26,28]

Na validacdo e verificagdo de métodos analiticos sdo necessarias determinadas
ferramentas de validacdo que se encontram inseridas nas acdes de controlo de qualidade

interno (CQI) e controlo de qualidade externo (CQE) de um laboratorio.

O CQI depende apenas da vontade do laboratorio e € referente aos procedimentos

que este pode adotar de modo a monitorizar de forma continua os resultados das medicoes
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e avaliar se estes estdo corretos. Este tipo de ferramentas incluem os materiais de
referéncia internos, os brancos de reagente, as solugdes-padrdo, 0s ensaios de
recuperacao, a analise de amostras em duplicado, a elaboracdo de cartas de controlo e a

realizacdo de testes estatisticos. [28]

O CQE consiste nos procedimentos adotados pelo laboratério, mas cuja
implementacdo depende de um organismo externo ao laboratério, que podem ser
empregues para 0 mesmo propdésito do CQI [28]. Aqui incluem-se a participacdo em
ensaios de comparagéo interlaboratorial e a utilizacdo de materiais de referéncia e de

materiais de referéncia certificados. [29]

O processo de validagdo envolve o estudo de parametros por avaliacao indireta (tais
como a seletividade/especificidade, curva de calibracédo, linearidade, gama de trabalho,
precisdo e limites de quantificacdo e detecdo) e por avaliacdo direta (através da analise de
materiais de referéncia certificados e da participacdo em ensaios interlaboratoriais),
devendo abranger as partes ou alteracdes cuja validacdo ndo tenha sido feita por um
organismo reconhecido. [27]

1.5.1.  Ferramentas usadas na validacdo de um método

Os MRC devem ser usados no processo de validacdo de um método de ensaio,
constituindo uma excelente ferramenta no controlo da qualidade de uma analise quimica
e permitem avaliar o desempenho do laboratério. Um material de referéncia deve ser
suficientemente estavel, representativo e homogéneo, relativamente a determinadas
propriedades, com uma composicao quimica bem definida e conhecida. A periodicidade
da analise dos materiais de referéncia certificados deve ser estipulada em funcdo da
frequéncia de andlises efetuadas no laboratdrio, de estas serem de rotina ou de carécter
pontual, do grau de conhecimento das amostras, da complexidade das técnicas e do grau

de confianca exigido para o resultado.

Para avaliar a exatiddao utilizando um MRC, os valores obtidos da analise no
laboratorio devem ser comparados com os valores certificados do material de referéncia.
No caso do valor obtido ndo se encontrar dentro do intervalo de incerteza indicado no
certificado, o laboratério deve efetuar um plano de a¢des corretivas de forma a detetar as

causas desse desvio e tentar elimina-las ou aceita-las [27, 30, 31].
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Segundo a norma ISO/IEC 17043, um ensaio interlaboratorial corresponde a
organizacao, realizacéo e avaliacdo de ensaios no mesmo item (ou similares) por dois ou
mais laboratorios respeitando condicfes pré-determinadas. Normalmente sdo regulados
por organismos como o Food Analysis Performance Assessment Scheme (FAPAS).

Se 0 objetivo da participagdo num ensaio interlaboratorial passa pela avaliagédo do
desempenho do laborat6rio pode recorrer-se a um ensaio interlaboratorial de aptidao,
sendo que, em alguns paises a participacdo nestes ensaios é condicao obrigatéria para
obter a acreditacdo do laboratério. [27] Neste tipo de ensaio, os laboratorios participantes
analisam um ou mais materiais idénticos, que foram fornecidos pela entidade
organizadora, através de um método escolhido pelo laboratério. De seguida, é avaliada a
exatiddo dos resultados obtidos e, é atribuido ao laboratério um indicador numérico do
seu desempenho. Geralmente, este indicador numerico € apresentado na forma de z-score,

dado pela equacéo 1.2.:

Xlab—Xref

z-score = (Equacdo 1.2.)

onde x;,; corresponde ao valor obtido pelo laboratério e d é o desvio admissivel, isto é,

a variacdo maxima permitida.

Segundo a norma 1SO 17043:2010, a avaliagdo do z-score em valor absoluto

conduz as seguintes conclusdes:

v |z| < 2, Desempenho satisfatrio;
v’ 2<|z| <3, Desempenho questionavel,

V' |z| >3, Desempenho insatisfatorio.

Os resultados obtidos pelo laboratério nos ensaios interlaboratoriais em que
participa devem ser objeto de uma andlise cuidada, de que resulta um plano de acdes

corretivas de forma a manter ou melhorar o desempenho do laboratério. [27, 32]

As perdas do analito a analisar ocorrem na maioria dos métodos analiticos,
nomeadamente quando se realiza a sua extracdo de matrizes mais complexas.

Consequentemente o valor resultante da medicéo podera ser inferior a concentracdo exata
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presente na amostra original. O mesmo pode acontecer em métodos com interferéncias
de matriz, como descrito atras no ICP-MS. Assim, a avaliacdo da quantidade de analito
que pode ser adicionada a amostra, extraida e quantificada constitui um procedimento de
validagdo importante. A cada amostra devem ser adicionadas diferentes concentragoes de

analito, de acordo com a sua concentracdo esperada.

A recuperacéo é calculada, em percentagem, através da equagéo 1.3.:

X —x
R= x 100 (%)

Xteo

(Equacao 1.3.)

Onde:
x'- Concentracdo da amostra fortificada;
x- Concentracdo da amostra néo fortificada;

Xteo- CONcentracdo da amostra tedrica. [33, 34]

Uma amostra diaria de controlo de processo (DPCS) consiste numa amostra que
é analisada num laboratorio em rotina, de modo a avaliar a fiabilidade dos resultados
obtidos no ensaio e, quando se pretende realizar a validacdo de um método de ensaio.
Uma caracteristica importante nestas amostras ¢ o facto de serem rastreaveis a um
material de referéncia, pois isto significa que estas amostras tém as suas caracteristicas

bem definidas, nomeadamente, a sua estabilidade e a concentracdo de analito.

Quando o resultado de uma DPCS se encontra fora dos limites estabelecidos,
todos os resultados de amostras desta série de trabalho ficam suspensos até a ndo

conformidade ser resolvida.

E de realcar que os resultados gerados aquando da realizacdo de analises quimicas
estdo afetados por erros, denominados por erros sistematicos, caso influenciem a
proximidade entre os resultados gerados e o resultado considerado como verdadeiro, e
por erros aleatorios se afetarem a disperséo dos resultados obtidos. [32]
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Teste de Grubbs

O teste de Grubbs tem como objetivo detetar a presenca de valores discrepantes,
designados de outliers, nos resultados amostrais. Sdo valores que apresentam um grande
afastamento dos restantes ou sdo inconsistentes com estes, sendo as principais causas do
aparecimento de outliers os erros de medicdo, os erros de execugdo e a variabilidade
inerente dos elementos da populagéo. Este teste baseia-se na diferenca entre o valor
discrepante e o valor da média amostral, relacionando com o desvio padrdo da amostra,

segundo a equacéo 1.4.

_ lxi=x|

G (Equagéo 1.4.)

N

Onde:
xi- Valor discrepante (outlier)
x- Média
s- Desvio-padréo
O valor G resultante desta equagdo € comparado com o valor critico tabelado para
teste de Grubbs, para n observacdes, incluindo o valor suspeito, e para a probabilidade de

95 %. Se o valor de G exceder o valor critico, o valor discrepante é rejeitado, ou seja,
trata-se de um outlier. [35, 36, 37]

Teste C de Cochran

O teste C de Cochran tem como objetivo principal a detecdo de valores
discrepantes, contudo também permite a avaliacdo da homogeneidade das variancias. E
um teste unilateral, pois verifica somente valores altos. O valor C de Cochran é calculado
pela razdo entre a maior variancia e a soma de todas as variancias das amostras, como
descrito na equacao 1.5.

C = Wrznax
Tiwf

(Equacdo 1.5.)

Onde:
w24, - Maior variancia

Y¥w?- Somatorio de todas as variancias
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O valor C obtido é comparado com o valor critico definido na tabela de Cochran
(CTabelado), sendo o valor rejeitado quando € superior ao valor critico para o valor
adequado de k matrizes e n ensaios. [35, 36]

1.5.2.  Seletividade e Especificidade

A seletividade de um método analitico é a capacidade do meétodo distinguir um
analito em particular numa mistura complexa sem interferéncia dos outros componentes
presentes na amostra (os interferentes), que sdo suscetiveis de causar um desvio na
quantificacdo do analito e assim provocar desvios sistematicos. Esta caracteristica é
essencialmente funcdo do principio de medida utilizado, mas depende do tipo de

compostos a analisar.

A especificidade é a capacidade do método analitico em quantificar de forma
correta, exclusiva e inequivoca um determinado analito relativamente a outras substancias
presentes na amostra a analisar, garantindo que a grandeza medida provém apenas do

analito.

De forma a avaliar as interferéncias, pode-se efetuar testes de recuperagdo num
conjunto de amostras, com a mesma matriz, onde se varia apenas a concentracdo do
analito em propor¢des bem conhecidas e ao longo de toda a gama de trabalho. Neste
ensaio, seleciona-se a amostra de interesse e determina-se o valor médio da concentracéo
de analito nessa amostra, x. De seguida, fortificam-se as mesmas amostras com uma
solucdo com concentracdo de analito conhecida, x,4 €, determina-se o valor médio da

concentracdo de analito na amostra apos fortificacdo,x”.

Um método analitico pode ser considerado especifico e seletivo quando na pratica,
e apos a realizacdo de testes de recuperacéo, se verificar que as taxas de recuperacao sao
proximas de 100%, sendo aceites valores entre 80 e 120%. Em determinadas situagdes é
possivel que este intervalo seja mais aumentado de acordo com as caracteristicas do

método e para outros esses intervalos podem até ser mais reduzidos. [27, 29, 38]
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1.5.3.  Quantificacdo

A calibragdo, em analises quantitativas, indica um processo pelo qual a resposta
de um sistema de medida se relaciona com uma concentracdo ou uma quantidade de

substancia conhecida. [27, 39]
Para aceitar uma curva de calibracdo devem estar definidos os seguintes critérios:
Coeficiente de correlacao

O coeficiente de correlagdo (r) tem que ter, no minimo, dois noves seguidos de

um cinco. Pode tomar valores entre -1 e +1. [34]

Declive

A partir da reta de calibragédo é possivel obter uma equacdo da mesma dada por

equacéo 1.6.:
y=bx+a (Equacdo 1.6.)

onde a e b sdo referentes a ordenada na origem e ao declive, respetivamente. [40]
Gama de Trabalho

A gama de trabalho corresponde ao intervalo de concentragdes onde o analito pode
ser determinado com precisdo, justeza e linearidade através do método analitico aplicado.

Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do analito em estudo, dentro de uma

determinada gama de trabalho. [27]

Existem varias formas de calcular os limiares analiticos. Estes deverdo ser avaliados
e atualizados sempre que o laboratério considere necessario ou em situagdes especificas
como uma alteracdo de equipamento, mudanca de instalagdes, entre outros. O limite de
detecdo corresponde ao teor minimo medido, a partir do qual é possivel detetar a presenca
do analito e o limite de quantificagdo estabelecem o limite inferior da curva de calibracédo

e sdo calculados com base na incerteza de réplicas do branco, da incerteza dos parametros
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da curva de calibracdo ou da incerteza na dispersdo dos valores em torno da curva de

calibracdo. [27]
Limite de quantificacdo

O limite de quantificacdo, LDQ, corresponde a menor concentracdo medida a
partir da qual é possivel a quantificacdo do analito, com uma determinada justeza e
precisdo. Geralmente, o LDQ corresponde a concentracao do padrdo mais baixo utilizado
no tracado da curva de calibracdo. Para avaliar esta hipdtese, podem realizar-se ensaios
de recuperacdo de modo a demonstrar que este padrdo corresponde ao LDQ. Para tal,
fortifica-se um branco de amostra ou uma amostra que, idealmente, ndo deve conter o
analito em estudo, ou apresente uma concentragao de analito inferior ao do padrédo com
concentracdo mais baixa, de modo que a concentracdo de analito apos fortificagdo seja
igual ao LDQ que se pretende definir. Este ensaio deve ser realizado efetuando dez
réplicas independentes e, de seguida, calcula-se a taxa de recuperacdo obtida para cada
réplica e, por fim, a média destas. Se este valor estiver contido no intervalo de taxa de
recuperacdo indicado na legislacdo para o analito em estudo, pode admitir-se que a

concentracdo do primeiro padrdo da curva de calibragéo corresponde ao LDQ. [27]

A sensibilidade é a capacidade de um método, ou equipamento, distinguir
pequenas diferencas de concentracdo do analito, podendo ser definida como o quociente
entre o acréscimo do valor lido AL e a variagdo da concentragdo AC correspondente

aquele acréscimo, como explicito na equacédo 1.7.

AL

Sensibilidade = i (Equacdo 1.7.)

Deste modo, se 0 modelo for linear, a sensibilidade do método sera constante ao

longo de toda a gama de trabalho e corresponde ao declive da curva de calibracédo. [27]

Este parametro define-se como o intervalo de concentracdo de analito para o qual
0 método consegue dar uma resposta com um valor de precisdo e justeza aceitaveis. O
limite inferior da gama de trabalho, tanto no modelo linear como no modelo quadratico
corresponde ao LDQ enquanto o limite superior equivale ao valor a partir do qual se

comegam a detetar anomalias na sensibilidade do método. [28]
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1.5.4. Precisao

A precisdo corresponde & concordancia entre os resultados obtidos por aplicagdo
do mesmo procedimento de ensaio varias vezes em materiais idénticos, em condicGes
definidas. A precisdo pode variar com a gama de concentragfes, sendo recomendado o0
estudo em trés niveis de concentracdo: baixa, intermédia e alta. Este parametro permite

avaliar a qualidade dos resultados tendo em consideracdo possiveis erros aleatorios.

Existem duas medidas extremas para avaliar a dispersdo dos resultados,
designadas por repetibilidade e reprodutibilidade. Entre estas duas medidas extremas de

precisdo, existe uma avaliacdo que se designa por precisdo intermédia. [27]

A repetibilidade representa a precisdo de um método de ensaio efetuado em
condigdes idénticas, isto €, refere-se a ensaios efetuados (normalmente nunca inferior a
seis ensaios) sobre uma mesma amostra, em condic¢des tdo estaveis quanto possivel, tais
como o mesmo laboratério, mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo tipo de

reagentes e/ou mesmos intervalos de tempo. [27]

O limite de repetibilidade € o valor abaixo do qual se deve situar, com uma
probabilidade especifica, a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio, realizados
nas mesmas condicdes. Para um nivel de confianca de 95%, o limite de repetibilidade (r)

é estimado segundo a Equacéo 1.8.
r=28Xs, (Equagéo 1.8.)

Onde s, é o desvio padrdo da repetibilidade associada aos resultados

considerados.

O coeficiente de variacdo de repetibilidade (CVr), para cada nivel de

concentracdo, expresso em percentagem, é dado pela Equacéo 1.9.:
CVr = "’; X 100 (Equacdo 1.9.)

Onde x corresponde a média dos resultados dos ensaios realizados.

O r também pode ser expresso na forma de limite de repetibilidade relativo (CVry)

sendo este dado pela equacédo 1.10.: [27]
CVr, = 2,8 X £ x 100 (%) (Equagdo 1.10.)
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A precisdo intermédia refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra (ou
amostras idénticas), utilizando o mesmo método e o mesmo laboratério, mas fazendo
variar uma ou mais condigdes, tais como, analises em dias diferentes, com analistas
diferentes e/ou equipamentos diferentes. Este parametro permite avaliar o impacto das
alteracGes que poderdo ocorrer no dia-a-dia do laboratdrio e é reconhecido como o0 mais
representativo da variabilidade dos resultados do laboratério. Na maioria dos casos o
valor da precisdo intermédia é funcdo da gama de concentracdo do ensaio, sendo o seu
calculo efetuado a partir dos resultados analiticos obtidos apds a eliminagdo dos

resultados aberrantes. [27]

Neste caso, a determinacdo da precisao intermédia é feita através da recolha de n
valores de m ensaios de amostras ou padrdes. O desvio padrao da precisdo intermédia, Si,

é obtido a partir da equacao 1.11.

Si = \/i X Z}=1(yj1 - yjz)z (Equacdo 1.11.)
Onde:
t- NUmero de amostras ensaiadas;
j- Nimero da amostra (que vai de 1 a t amostras);
yj1- Primeiro resultado obtido para a amostra j;
Yj2- Segundo resultado obtido para a amostra j.
O coeficiente de variagdo de precisdo intermédia (CVpi) é dado pela equacdo 1.12:
CVp1(%) = % x 100 (Equagéo 1.12)

O limite de precisdo intermédia (CVrp) € obtido pela equacéo 1.13. [27, 41]:

2,8XS;

X

CVrp (%) = %X 100 (Equacdo 1.13))

1.5.5. Justeza ou veracidade

A veracidade do método corresponde a componente da incerteza dos efeitos

sistematicos. Esta componente pode ser estudada utilizando materiais de referéncia da
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matriz, ensaios interlaboratoriais, ensaios de recuperacao, entre outras ferramentas de

controlo de qualidade. [27]

A justeza do método também pode ser avaliada atraves do calculo da recuperacéo
aparente (Ra). Para tal, considera-se a razdo entre o x obtido pelo laboratério na anélise
da amostra e a concentracdo do analito atribuida ao material de referéncia certificado, Xref,

como descrito na equacao 1.14:

x

R, = %X 100 (%) (Equacdo 1.14)

Xref

1.5.6.  Incerteza de medicéo

Aos resultados finais das medicBes estdo associadas incertezas que advém de
varias fontes. A NP EN ISO/IEC 17025:2005 menciona que o laboratorio devera
identificar todos os componentes da incerteza baseando-se em métodos de analise
apropriados. Por definigdo, incerteza € um pardmetro associado ao resultado de uma
medigdo que caracteriza a dispersdo de valores que se pode razoavelmente atribuir a
grandeza medida e, quanto maior for a incerteza, menor serd a confiabilidade do
resultado. As varias fontes de incerteza sdo, por exemplo, amostragem, condicdes de
armazenamento, efeitos instrumentais, pureza dos reagentes, estequiometria pressuposta,
condigdes de medicdo efeitos da amostra, corre¢des do branco, efeitos do operador, entre
outros. [27]

A estimativa da incerteza € determinada tendo em conta a norma 1SO 11352:2012,
na qual é especificado um conjunto de procedimentos que permite aos laboratorios
estimar a incerteza dos resultados utilizando uma abordagem que considera os dados de
validacgdo e controlo de qualidade dos métodos analiticos. A incerteza do método é, assim,
definida mediante a conjugacéo de duas componentes, a componente aleatoria (precisao)
e a componente sistematica (justeza), que podem ser estimadas por varias abordagens.
Apos a selecdo da abordagem, as componentes podem ser estimadas e incluidas no
calculo da incerteza que é reportada como incerteza expandida do método. [27] Neste

caso, a abordagem que se aplicou foi a abordagem baseada em dados de validagéo.
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> Abordagem baseada em dados de validagdo

Nesta abordagem a determinacéo da incerteza, u.(y), passa por agrupar a incerteza
associada a precisdo do método, de forma relativa (u(yrecisioyretativa), COM a incerteza
associada a justeza do método, de forma relativa (u(jystezayretative), r€cOrrendo a lei da

propagacao das incertezas como ilustrado na equagao 1.15:

Uc (y) = \/uv(precisz”io)relativa2 + u(justeza)relativa2 (Equa(;éo 1-15)

Assim, o primeiro passo desta abordagem passa pela determinagdo das componentes

da Wprecisio)retativa € 98 U(justeza)relativa SEPAradamente. Contudo € de realcar que estas

incertezas devem estar na forma de incertezas relativas de modo a poderem ser

combinadas. [43]

Para o calculo da uprecisio)retativa dEVE, NUMA primeira instancia, determinar-se a
incerteza associada a precisdo intermédia na forma absoluta (upyecisao). ESte valor

equivale ao Si como descrito na equagdo 1.11. Assim, considera-se a equagédo 1.16.:
Uprecisio = Si (Equagdo 1.16.)

De seguida, deve considerar-se a incerteza associada a precisdo intermédia na forma

relativa (U(precisao)retativa) GUe, € equivalente ao CVpi, calculado de acordo com a

equagdo 1.12., como indicado na equagéo 1.17.:
U(precisio)relativa = CVpy (Equacéo 1.17.)

A componente da U(jystezayretativa PODE ser calculada considerando os resultados

obtidos em ensaios de recuperagdo. Esta componente é dada por equagdo 1.18.:

U(justeza)relativa — \/(bias Telativo)z + (u(recuperagéo)relativa)2 (Equa(}é-o 1-18-)

onde U(recuperacioyrelativa € referente a componente da incerteza de recuperagao
combinada na forma relativa.

O calculo do bias relativo do ensaio de recuperacéo aplica-se segundo a equagédo 1.19.:

[X] obs™

bias relativo (%) = |m¢tl x 100 (Equacdo 1.19.)
teo

Sendo,

[X],bs — Concentracdo de X determinada;
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[X]¢eo — Concentracdo de X tedrica.

Para determinar a Ugecuperacaoyrelativa d€Ve, Numa fase inicial, determinar-se a
incerteza associada & concentracdo de analito adicionada na fortificacdo (ugq4). A
fortificacdo da amostra pode ser efetuada recorrendo a uma solugdo stock de analito
presente no laboratério. Neste caso, a u,440deve ser calculada de acordo com o indicado
pelo fabricante no certificado da solucdo. [43] Uma vez mais, esta incerteza deve ser

convertida na forma relativa (W (gaq)yreiativa), S€gUNdo a equagdo 1.20.:
U(ada)relativa(%0) = Z‘Z% x 100 (Equagéo 1.20.)

onde Cadd corresponde a concentragdo de analito adicionada no ensaio de recuperacéo.
Para além disso, quando se determina a componente da ujysteza)retativaCONSiderando os
resultados obtidos nos ensaios de recuperacdo, deve ainda ter-se em conta a incerteza na
forma relativa associada ao volume de solucdo de fortificagao adicionado (u(yoretativa)-
Na equacdo 1.21. estd demonstrado como calcular este valor considerando o volume
adicionado com uma micropipeta (V,44) €, @ incerteza associada a esse volume, indicada

pelo fabricante da micropipeta (uygq4)- [43]

u

2dd 5 100 (Equagdo 1.21.)
Vadd

u(Vol)relativa(%) =

Por Gltimo, devem combinar-se a U(ggq)reiativa € @ Uvol)relativa Para determinar a

U(recuperacio)relativa, 12l COMO Na equagdo 1.22.:

U(recuperacio)relativa — \/u(a.dd)relativa2 + u(Vol)relativaz (Equagéo 1-22-)

Por fim, calcula-se a u.(y) como descrito anteriormente, seguida do calculo da U, de
acordo com a equacgdo 1.23., para determinar a incerteza do método.

U=kxu.y) (Equacdo 1.23.)
Onde o fator de cobertura, k, foi definido como sendo igual a 2 para um nivel de confianca
de 95%. [42]

Por vezes, o laboratorio de analise pode avaliar a justeza utilizando mais do que uma
metodologia e, quando tal acontece, deve calcular-se a u(jysteza)retativa®m todas elas e,
no calculo da incerteza do método, deve considerar-se a que tiver maior valor numérico.
[43]
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2. Parte Experimental

O procedimento interno PAFQ.015 — Determinacéo de minerais e metais por ICP
estabelece a metodologia para a determinagdo chumbo, cadmio, mercdrio e arsénio, entre
outros. Esta determinacdo é realizada por espetrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), apds digestdo da matéria organica por micro-ondas
com recurso a cido nitrico, peroxido de hidrogénio, agua e posterior diluicdo em meio

aquoso. [44]
As matrizes analisadas ao longo desta validacdo foram as seguintes:

v Alimentos para animais (simples e compostos):
« Alimento para gato;
* Racao.

v’ Cereais, leguminosas, pseudo-cereais e derivados:

» Cevada;
» Cereal;
» Biscoito;

« Farinha de trigo;
+ Maizena 1,
+ Maizena 2;
» Maizena 3;
+ Maizena 4.
v" Frutos, algas, produtos horticolas e derivados:
+ Alga;
« Cacau;

+ Pasta de tomate.
2.1. Reagentes e preparacao de solugoes

Todos os reagentes eram de qualidade analitica (Suprapur) e a agua era
desionizada (condutividade de 0,02 pS). Dos 4 metais estudados, apenas a reta de
calibracdo de mercurio foi feita utilizando apenas a solucdo padréo individual para ICP
de Hg. Para as retas de calibragdo dos restantes sdo usadas solu¢fes de padrdes mistos,

incluindo outros metais.
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2.1.1.

2.1.2.
2.1.3.
2.14.
2.15.
2.1.6.

2.1.7.

2.18.

2.1.9.

2.1.10.

2.1.11.

2.1.12.

2.1.13.

2.1.14.

2.1.15.
2.1.16.

.
I S e Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Solucdes padrdo individuais para ICP, 1000 mg/L Certipur® - Merck:
Aluminio (Al), Antimonio (Sh), Arsénio (As), Bario (Ba), Boro (B), Cadmio
(Cd), Célcio (Ca), Chumbo (Pb), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Crémio (Cr),
Estanho (Sn), Ferro (Fe), Fosforo (P), Magnésio (Mg), Manganés (Mn),
Mercurio (Hg), Molibdénio (Mo), Niquel (Ni), Potassio (K), Selénio (Se),
Sodio (Na), Vanadio (V), Zinco (Zn).

Hélio, > 99,9999 % - Alpha Gaz

Argon, > 99,999 % - Alpha Gaz

Azoto, > 99,999 % - Alpha Gaz

Acido nitrico (HNOs), 67-69 % — VWR Chemicals.

Solucgéo de acido nitrico (HNO3) 1 % (v/v): feita a partir de dilui¢do do &cido
nitrico (2.1.5.)

Solucgéo de &cido nitrico (HNO3) 2 % (v/v): feita a partir de diluicdo do &cido
nitrico (2.1.5.)

Solucéo de &cido nitrico (HNO3) 5 % (v/v): feita a partir de diluigdo do &cido
nitrico (2.1.5.)

Acido cloridrico (HCI), 34-37 % (m/m) — VWR Chemicals.

Solucdo de &cido cloridrico (HCI) 1 % (v/v): feita a partir de diluicdo do acido
cloridrico (2.1.9.)

Solucgéo auxiliar (com HNOz e HCI): Esta solucdo é utilizada na diluicao dos
extratos, na preparacao de padrdes e como solucdo de arraste e de limpeza do
ICP-MS (2.3.5). Deve ser preparada diariamente.

Solucdo de conservacdo dos padrées de mercurio (HCI) 12 % (v/v): Esta
solucdo é utilizada para preservar as solugdes padréo intermédias de mercurio.
Deve ser preparada e utilizada no dia da preparacéo destas solucdes.

Acido citrico anidro (CeHsO7), > 99,5 % - VWR Chemicals.

Solucdo de acido citrico: Pesar 0,24g de &cido citrico (2.1.13). Transferir para
um baldo volumétrico de 1000 mL, adicionar 600 mL de solucdo auxiliar
(2.1.11) e homogeneizar. Esta solucdo é utilizada para preparar a reta de
calibracdo de arsénio e selénio. Deve ser preparada sempre que for necesséria,
e rejeitada apos o uso.

Tunning solution for Agilent 7800 (Ce, Co, Li, Tl, Y), 10 ug/L. - Agilent
Mistura de padrdes internos, Internal standard kit (Ge, Ir, Rh, Sc), 20 mg/kg
- Agilent
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2.1.17.  Solugao de mistura de padrdes internos de 400 pg/kg: Esta solugéo é utilizada
para infundir por um canal especifico (ISTD) a mistura de padrdes internos no
equipamento. Esta solucdo tem validade de um més quando conservada a
temperatura ambiente e foi preparada a partir de diluicdo da mistura de
padrdes internos 20 mg/kg (2.1.16.).

2.1.18.  Peroxido de hidrogenio (H202) 30 %, Suprapur ou equivalente VWR
Chemicals.

Solucdes de mercurio preparadas por diluicéo rigorosa:

2.1.19.  Solucdo padrao intermedia de mercurio (Hg), 100 mg/L: Esta solucdo tem
validade de um més, quando conservada em condigdes de refrigeracao.

2.1.20.  Solucdo padrdo intermédia de mercurio (Hg), 10,0 mg/L: Esta solucdo tem
validade de um més, quando conservada em condic¢des de refrigeracao.

2.1.21.  Solucdo padrdo intermédia de mercurio (Hg), 1,00 mg/L: Esta solucdo tem
validade de um més, quando conservada em condigdes de refrigeracao.

2.1.22.  Solucdo mée de calibracdo de mercurio (Hg), 50,0 ug/L: Esta solucdo deve ser
preparada e utilizada no dia da realizagcdo das solugbes de calibragéo do
mercurio (2.1.24).

2.1.23.  Solucdes de calibracdo de mercurio (Hg): preparadas a partir da solucdo mae
de calibracdo de Hg por diluicdo com a solucdo auxiliar (2.1.11.), como
descrito na tabela 2.1. Estas solu¢des devem ser preparadas e utilizadas no dia

da realizacdo do ensaio.

Tabela 2.1 - Preparacéo das solucdes de calibracao de mercurio [44]

Volume Inicial Volume Final  Concentracdo

Padréo Solucéo Inicial )
(mL) (mL) final (ug/L)
Hg4 8,0 4,0
Hg3 Hg* 3,0 15
J J 100
Hg2 1,0 0,50
Hgl Hg4 1,0 0,040
Hg0 Solucéo auxiliar (2.1.11.) 0

* solucdo Hg 50 pg/L
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Solucbes de arsénio e selénio:

2.1.24.

2.1.25.

2.1.26.
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Solucdo padrdo conjunta de arsénio e selénio (AsSe): Esta solucdo tem

validade de um més, quando conservada em condicGes de refrigeracédo

Solucdo mae de calibracdo de As e Se: Esta solucdo ndo pertence a curva de

calibracdo. E utilizada para preparar as solucdes de calibragdo. Deve ser

preparada e utilizada no dia da realizagdo das solugGes de calibragdo do

arsenio e do selénio (2.1.26).

Solugdes de calibracao de arsénio e selénio:

Preparar 5 solugdes de calibracdo por diluicdo da solugdo mée de calibracdo de

arsénio e selénio, na solucdo de &cido citrico (2.1.14), conforme indicado na tabela 2.2.

Pipetar os volumes indicados para bal6es volumétricos de 100 mL. Estas solu¢bes devem

ser preparadas e utilizadas no dia da realizacédo do ensaio.

Tabela 2.2 - Preparacéo das solugdes de calibracao de Arsenio e Selénio [44]

Volume Inicial

Padréo Solucéo Inicial
(mL)
AsSe5 AsSe* 10,0
AsSe4 10,0
S AsSe5
AsSe3 4,00
AsSe2 4,00
AsSe4
AsSel 2,00
AsSe0 Solucéo de &cido citrico (2.1.14.)

Volume Final ~ Concentragdo

(mL) final (ng/L)
100
10,0
100 4,00
0,400
0,200
0

* Solugdo mée de calibracéo de As e de Se (2.1.25.)

Chumbo e cadmio

2.1.27.

2.1.28.

Solucéo padrao conjunta de cadmio e chumbo de 10,0 mg/L: Esta solugdo tem

validade de um més, quando conservada em condigdes de refrigeragéo.

Solugdes de calibracdo de chumbo e cadmio (também incluem os restantes

elementos uma vez que se trata de solucdes padrdo mistas):

Preparar 7 solucbes de calibracdo por diluicdo na solucdo auxiliar (2.1.11), conforme

indicado na tabela 2.3. Pipetar os volumes indicados para bal6es volumétricos de 100 mL.

Estas solugbes devem ser preparadas e utilizadas no dia da realizacdo do ensaio.
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Tabela 2.3 - Preparacao das solugdes de calibragéo de Al, Sb, Ba, B, Cd, Ca, Pb, Co, Cu, Cr, Sn, Fe, P, Mg, Mn,

Mo, Ni, K, Na, V, Zn [44]

Padréo Solugio Inicial (pg/L) Volume Inicial (mL) Volume Final (mL)

P7 25

P8
P6 10

P7 10
P5

PbCd* 1
100

P4 P5 10
P3 P5 4
P2 P4 4
P1 P3 1
PO Solucdo auxiliar (2.1.11.)

* Solucéo padrdo conjunta de cadmio e chumbo de 10,0 mg/L

As concentrac@es dos elementos de interesse (chumbo e cadmio) em cada padréo

encontram-se discriminadas na tabela 2.4.

Tabela 2.4 - Concentracgdo, em ug/L, de Pb e Cd em cada padréo de calibracéo.

Concentracio (ng/L)

Analito PO P1 P2 P3 P4 PS5

P6 P7 P8

Pb 0,00 0,0400 0,400 4,00 10,0 100

0,00 000 0,00

Cd 0,00 0,0400 0,400 4,00 10,0 100

0,00 0,00 0,00

2.2. Equipamentos e Utensilios

)  Sistema de digestao por micro-ondas - Milestone Ultrawave SCR (Single Reaction

Chamber), representado na figura 2.1.
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Implementacio e validacdo de um método para a determinacéo de metais em matrizes alimentares por I‘Sep Engenharia i borte
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).

"l

Figura 2.1 - Sistema de digestdo por micro-ondas

»  Chiller, acoplado ao sistema de digestdo por micro-ondas, regulavel a uma
temperatura de 18°C - Labtech

y  Espetrometro de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), equipado
com amostrador automatico - 7800 ICP-MS da Agilent

y  Chiller, acoplado ao ICP-MS, regulavel a uma temperatura de 20°C - Agilent

»  Tubos de quartzo de 15 mL, 16 mm @ x 130 mm, usados no sistema de digestdo
—VWR Chemicals, como representado na figura 2.2.

Figura 2.2 — Carrossel com tubos de quartzo usados no sistema de digestao
»  Tampas de teflon de 16 mm @.
Y Banho de ultrassons — VWR Chemicals

y Estufa de secagem, regulavel a uma temperatura aproximada de 140°C. — MMM
Group. [44]
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2.3. Procedimento para tratamento e analise de amostras e solucfes
2.3.1. Digestao por Micro-ondas

O equipamento de digestéo utilizado tem alto desempenho e opera com pressoes
méaximas de 199 bar e temperaturas maximas de 300 °C, assegurando a digestdo das
amostras mais dificeis, com um controlo de pressao e temperatura da camara de digestédo
de 20 vezes por segundo, para ajuste da poténcia de micro-ondas instantaneamente,
garantindo maior seguranca no processo de digestdo, em particular nas reagdes mais

exotérmicas. O procedimento experimental foi o seguinte:

v Pesar para o fundo de um tubo de quartzo, como representado na figura 2.2., uma

toma de amostra de acordo com o indicado na tabela 2.5.

Tabela 2.5 - Massas da toma, em g, a pesar para cada tipo de matriz [44]

Matriz Massa da toma (g)
Sélida 0,2-0,5
Com elevado teor de agua (p.e. .
pescado, leite, sumo)
Com elevado teor de gordura (p.e. 03

azeite, margarina, banha, 6leos)

<

Na hotte dispensar ao longo das paredes do tubo de modo a arrastar residuos de
amostra: 1 mL de agua, 1 mL de H.02(2.1.18), 3 mL de HNOs (2.1.5).

Agitar cuidadosamente, tapar e colocar o tubo no carrossel.

Ligar o equipamento presente na figura 2.1.

Ligar o chiller.

Abrir a corrente de azoto.

SRR VNN

Na hotte, medir para o vaso de reacdo PTFE do micro-ondas, demonstrado na figura
2.3., 130 mL de &gua e 5 mL de acido nitrico (2.1.5).
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Figura 2.3 - Vaso de reagdo PTFE do micro-ondas [44]
Colocar o vaso de reacdo PTFE na cavidade metélica do reator.
Encaixar o carrossel no suporte.

Iniciar a digestao.

SN NEE NN

Aquando do término da digestdo, na hotte, transferir as solu¢des acidas para bal6es

volumeétricos de 50 mL.

(\

Lavar o tubo com &gua e transferir as aguas de lavagem para o baldo volumétrico.

<

Perfazer o volume com agua e homogeneizar.
v’ Retirar 0 vaso de reacdo PTFE e rejeitar a solucdo. [44]

Ensaio em Branco

Diariamente efetuar paralelamente um ensaio em branco. Este devera ser feito pela
digestdo de 1 mL de dgua, 1 mL de H20; e de 3 mL de HNOs. A posicao deste tubo devera
ser alternada de modo a poder ser realizada em cada uma das posi¢des do carrossel. O
sinal obtido devera ser menor ou igual a metade do sinal obtido do padrdo de menor

concentracdo de cada um dos elementos. [44]
2.3.2. Analise por ICP-MS

A otimizagdo instrumental inicial é automaticamente efetuada com a solugdo de
Tunning (2.1.15.). A otimizacdo instrumental tem como objetivo atingir as condicbes
instrumentais necessarias para garantir as condi¢fes apropriadas a realizacdo de uma
andlise. Esta otimizacdo instrumental compreende a calibragdo, otimizacéo e verificagdo

dos seguintes parametros:

v Resolucéo de trés massas que cobrem a gama de massas analiticas;

v" Forma do pico e a possivel contaminacdo com massas vizinhas;

v/ Contagens para as massas que cobrem a gama de massas analiticas;

v Variabilidade das contagens para massas que cobrem a gama de massas analiticas;
v Relacdo indicadora da formacdo de 6xidos;
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v Relacdo indicadora da formacdao de duplas cargas

Depois de finalizada a otimizacdo dos parametros mencionados, sdo gerados dois
relatorios, o Performance Report e o Tune Report. Nestes relatorios sdo apresentados 0s
resultados obtidos para a otimizagdo dos parametros de inicializagdo do equipamento. Um
exemplo de cada um dos relatérios encontra-se no Anexo B. Os critérios de aceitagdo

para estes parametros encontram-se descritos abaixo.

e Resolugdo

v" Massa 7: Eix0 6,90 — 7,10

v" Massa 89: Eixo 88,9 — 89,1

v" Massa 205: Eixo 205 — 205,1

v' W-10%: 0,600 — 0,900 (para todas as massas)
e Sensibilidade — Performance Report

v 1000 contagens < Massa 7 < 25000 contagens

v 5000 contagens < Massa 89 < 50000 contagens

v/ 5000 contagens < Massa 205 < 60000 contagens
e Sensibilidade — Tune Report

v/ 1000 contagens < 59Co < 10000 contagens
1000 contagens < 89Y < 10000 contagens
5000 contagens < 205 Tl < 50000 contagens
RSD < 5% (para as massas 7, 89, 205)

Relacéo de 6xidos < 1,5 %

NN

Relacdo de duplas cargas < 2,5%

E necessario ter também atencdo a forma dos picos do sinal: picos com
“deformagdes” no topo indicam sujidade no nebulizador e/ou nos cones devendo por isso
proceder-se a sua limpeza. Uma vez realizadas estas operac@es o equipamento estara
pronto a ser utilizado para a analise das solucGes (padrdes e/ou amostras), desde que todos
0s parametros estiverem dentro do critério estabelecido. Caso contrario é necessario

iniciar novamente todo o processo com a solucéo de tunning. [49]

O sistema de aquisicao e tratamento de dados do equipamento ajusta uma equacao
através de uma regressdo linear, interpola os valores obtidos para a amostra na curva de
calibracdo correspondente e apresenta os resultados expressos por ug/kg, aplicando a

equacdo 2.1 e equacdo 2.2, em que m é a massa da toma da amostra.
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Metal (ug/kg) = Resultado da interpolacdo (ug/L)

Fator de diluigdo(mL)
m (g)

(Equacdo 2.1.)
Os resultados séo expressos em mg/kg, segundo.:

Metal (mg/kg) = % (Equacdo 2.2.)
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Foram realizados 0s ensaios necessarios e pertinentes para cada um dos seguintes

critérios: precisdo (repetibilidade e precisdo intermédia), justeza, limites de quantificacéo,

linearidade, gama de trabalho, seletividade/especificidade e incerteza. Na tabela 3.1. esta

representado um resumo dos principais resultados obtidos.

Tabela 3.1 — Resumo dos principais resultados obtidos: intervalo de trabalho (mg/kg), coeficiente de correlagéo,
nivel de avaliacdo de desempenho (mg/kg), limite de repetibilidade relativo, CVrr (%), o limite de precisdo
intermédia relativo, CVrpi (%), z-score, a taxa de recuperacgdo e a incerteza relativa, U, em %.

Nivel de
Gama de )
Coef.de  avaliaggode Cvrr Cvrp z- R U
Metal  trabalho
correlacdo desempenho (%) (%) score (%) (%)
(mg/kg)
(mg/kg)
<0,10 15 12 15
As 0,020 - 5,0 1,0 0,10 - 0,60 17 59 <2 92,2 24
> 0,60 7,0 5,4 24
<0,10 11 10 17
Cd | 0,0050-2,0 1,0 0,10 -0,50 6,0 6,0 <2 100,8 16
> 0,50 8,0 4,6 15
<0,10 24 13 23
Hg | 0,0050-1,5 0,99 0,10-0,30 15 12 <2 90,3 24
> 0,30 17 12 19
<0,10 12 11 16
Pb | 0,0050-2,0 1,0 0,10 -0,40 79 9,7 <2 92,4 16
>0,40 8,6 6,4 17

Nos proximos subcapitulos sera feita uma analise detalhada de cada um destes resultados.

3.1.

Linearidade

A validacdo interna do método analitico para a quantificacdo do teor de chumbo,

cadmio, mercurio e arsénio em amostras alimentares iniciou-se com o tracado de retas de

calibracdo. As retas de calibracdo foram tracadas em dias diferentes, aquando da

utilizacdo do ICP-MS. Assim, foram recolhidos os valores dos declives obtidos para as

3
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curvas de calibracdo realizadas, como ilustrado na tabela 3.2., estando estas representadas

no Anexo C.
Tabela 3.2 - Declives das retas de calibragéo tragadas para cada metal.
Reta Declive
Arsénio Cadmio Mercurio Chumbo
1 5964 x 10~* 1,288x107® 3,358 x 1073 3,409 x 1072
2 5266 x 107* 1,278 x 1073 3,213 x 1073 3,310 x 1072
3 5158 x 10™* 1,251 x 1073 3,307 x 1073 3,374 x 1072
4 4953 x107* 1,282 x 1073 3,202x 1073 3,345 x 1072
5 5512x107* 1,315x 1073 3,681 x 1073 3,367 x 1072

Sabe-se que a sensibilidade de um método que segue um modelo de regressao
linear pode ser avaliada através do declive da reta de calibracdo, e, por este motivo, o
controlo dos declives também permitiu verificar se a sensibilidade do método se mantinha
constante ao longo tempo. Determinou-se o valor médio dos declives e o respetivo desvio
padrdo e, a partir destes dois valores, obteve-se o coeficiente de variacdo de 6,5%, 1,6%,
5,2% e 1,0% para o arsenio, cddmio, mercurio e chumbo, respetivamente. De acordo com
o definido internamente pelo laboratério, os resultados sdo considerados satisfatorios se
o coeficiente de variacdo for inferior a 10 %. Como tal foi verificado, concluiu-se que a

sensibilidade do método néo é alterada ao longo do tempo.

A linearidade € avaliada através da representacdo grafica da funcéo, do célculo e
analise do coeficiente de correlagdo de, pelo menos, 5 curvas de calibragcdo. A curva de
calibracdo é aceite desde que o coeficiente de correlagdo tenha, no minimo, dois noves
seguidos de um cinco (0,995) e desde que a sua representagdo grafica seja uma reta.

O coeficiente de correlacdo de cada reta encontra-se descrito na tabela 3.3., bem

como a média, desvio padréo e coeficiente de variacao.
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Tabela 3.3 - Média, desvio padréo e coeficiente de varia¢do dos coeficientes de correlacdo (r) obtidos das retas de
calibracéo de arsénio, cadmio, mercurio e chumbo.

Coeficiente de correlagéo (r)

Metal
Média Desvio padréo Coeficiente de variacio (%)
Arsénio 1,000 0,000050 0,0050
Céadmio 1,000 0,00000 0,000
Mercurio 0,9991 0,00060 0,060
Chumbo 1,000 0,000090 0,0090

Com base nos ensaios realizados e nos resultados obtidos, demonstra-se que existe
linearidade uma vez que o r > 0,995, a representacéo gréfica da funcéo é uma reta e o0s

coeficientes de variacdo sao inferiores a 10%.

3.2. Limite de quantificacdo

O limite de quantificacdo foi estabelecido num outro laboratério do grupo, no
entanto procedeu-se a validacdo experimental do mesmo através de ensaios de
recuperacdo, com adicdo de analito, de concentracdo idéntica a do primeiro padrdo da
curva de calibracdo, a uma amostra. Considerando-se entre 3 e 7 ensaios da matriz
Maizena, obtiveram-se os resultados apresentados na tabela 3.4., de acordo com o0s
exemplos de calculo apresentados no Anexo D. E de salientar que os resultados

apresentados apenas se referem a matriz mencionada.

Tabela 3.4 - Limite de quantificacdo, em mg/kg, e respetiva valida¢&o, tendo em conta a taxa de recuperacao, em %,
para cada metal

LDQ NP Resultado médio Resultado Resultado —
Metal (mg/kg)  ensaios do ensaio em teérico médio obtido médio (%)
g/kg branco (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) 0

Arsénio ‘ 0,020 7 0,000 0,020 0,020 97
Cadmio 0,005 7 0,000 0,0050 0,0050 109
Mercurio ‘ 0,005 4 0,000 0,0050 0,0060 112
Chumbo 0,005 3 0,0030 0,0050 0,0080 96

Uma vez que na validacdo do LDQ para cada metal, os resultados obtidos estdo
de acordo com o limite estabelecido e a taxa de recuperacédo para cada um se encontra

dentro do intervalo 80-120%, considerou-se, assim, que o limite de quantificacdo
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estabelecido de 0,020 mg/kg para o arsénio e de 0,0050 mg/kg para cddmio, mercurio e

chumbo, para a matriz maizena, é aceitavel.

3.3. Gama de trabalho

Tal como foi referido anteriormente, o limite inferior de trabalho corresponde ao
LDQ. O limite superior foi definido tendo em conta o valor mais elevado obtido na analise
das amostras das diversas matrizes em condicdes de repetibilidade. Posto isto, a gama de

trabalho definida para cada metal encontra-se na tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Gama de trabalho, em mg/kg

Elemento De (mg/kg) Até (mg/kg)
Arsénio 0,020 5,0
Céadmio 0,0050 2,0

Mercurio 0,0050 15
Chumbo 0,0050 2,0

A titulo de exemplo pode-se observar na tabela E.1 do Anexo E que o resultado
mais elevado obtido para chumbo foi de 1,8 mg/kg para a matriz ra¢éo, tendo-se definido

o limite superior em 2,0 mg/kg.

3.4. Precisao

Para demonstragdo da repetibilidade usaram-se os resultados dos replicados

obtidos da anélise das matrizes identificadas no capitulo 2 realizados no mesmo dia.

Yy Chumbo

Determinaram-se os valores medios da concentracdo de chumbo, o desvio padrao
da repetibilidade e a variancia de repetibilidade para cada uma das matrizes, considerando
0s 7 ensaios realizados para cada uma delas, com excecdo da matriz maizena 3 em que

foram considerados 10 ensaios, e registaram-se os resultados na tabela 3.6.

40



.
I S e Instituto Superior de
Engenharia do Porto

Tabela 3.6 - Valores médios da concentracdo de chumbo, o desvio padrao da repetibilidade e a variancia da
repetibilidade para cada matriz, em mg/kg.

Matriz [Pb] (mg/kg) sr (mg/kg) S? (mg/kg)?
Alimento para gato 1,4 0,062 0,0038
Racéo 1,8 0,056 0,0031
Cevada 0,10 0,0024 0,0000
Cereal 0,025 0,0016 0,0000
Biscoito 0,13 0,0025 0,0000
Farinha de trigo 0,058 0,0016 0,0000
Maizena 1 0,93 0,014 0,00020
Maizena 2 0,45 0,014 0,00020
Maizena 3 0,014 0,021 0,00040
Maizena 4 0,095 0,0033 0,0000
Alga 0,15 0,0044 0,0000
Cacau 0,28 0,0090 0,00010
Pasta de tomate 0,22 0,0081 0,00010

Para cada matriz, foi realizado o teste de Grubbs, como indicado na tabela E.2,
para avaliar a possibilidade de se rejeitar algum valor da concentracdo de chumbo
determinada para os replicados. Como o valor de G tabelado paran = 7 e, 95 % de
confianca é de 2,1 e, o valor maximo de G calculado foi de 1,8, para a matriz cacau,
concluiu-se que nenhum dos valores considerados suspeitos deve ser rejeitado para o
calculo da repetibilidade do método. No entanto, para a matriz maizena 3, com n=10, o
valor de G tabelado é de 2,5 e o valor maximo de G calculado foi de 2,8. Uma vez que o
valor calculado é superior ao valor tabelado rejeitou-se esta matriz para o calculo da

repetibilidade do método.

Com o intuito de avaliar a necessidade de eliminar alguma matriz para o célculo
da repetibilidade do método, a partir dos valores da variancia de repetibilidade
determinados anteriormente, realizou-se um teste de Cochran, como indicado na tabela
E.3. O mesmo calculo foi sucessivamente realizado até que ndo fosse necessario eliminar

mais nenhuma matriz.
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No entanto, ao invés de se eliminarem as matrizes e se determinar a repetibilidade
do método para a gama de trabalho estabelecida, dividiu-se a mesma em trés niveis de
concentracles e, para cada uma deles, determinou-se ndo s6 a repetibilidade como

também a precisao intermédia e a incerteza do método.

Exemplificando com o chumbo, o nivel mais baixo consistiu nas concentra¢des
inferiores a 0,10 mg/kg, o seguinte nivel intermédio, de 0,10 <[Chumbo] < 0,40 mg/kg e
por ultimo, o nivel alto de [Chumbo] > 0,40 mg/kg. O critério de separacdo da gama de
trabalho principal nestes niveis foi aquele que permitiu uma menor rejeicdo de matrizes
para o estudo da repetibilidade e, considerou no minimo, trés matrizes por cada nivel de
trabalho.

e [Chumbo] < 0,10 mg/kg

Assim, para o intervalo de trabalho de concentragédo inferior a 0,10 mg/kg, foram
consideradas 3 matrizes, como ilustrado na tabela 3.7., sendo que para cada uma delas foi
determinado o valor médio da concentragdo de chumbo, o desvio padrao de repetibilidade

e a variancia de repetibilidade.

Tabela 3.7 - Valores auxiliares necessarios para o estudo da precisao em condicdes de repetibilidade do método,
nomeadamente o valor médio da concentragdo de chumbo nas matrizes consideradas, [Pb] (mg/kg), o desvio padréo
de repetibilidade, sr, (mg/kg) e a variancia, s? (mg/kg), para [Pb] < 0,10 mg/kg.

Matriz [Pb] (mg/kg) sr (Mg/kg) S? (mg/kg)?

Cereal 0,025 0,0016 0,00000
Farinha de trigo 0,058 0,0016 0,00000

Maizena 0,095 0,0033 0,000010

Apbs realizacdo do teste de Cochran, verificou-se que para a matriz que
apresentava maior variancia, isto €, a maizena, o valor de C calculado foi de 0,59. Como
o0 valor de C tabelado paran =7, k = 3 e, 95 % de confianca € de 0,68, concluiu-se que
esta matriz ndo deveria ser rejeitada para o estudo da repetibilidade e, como tal, foram
consideradas as 3 matrizes mencionadas. Deste modo, determinou-se o valor médio do
desvio-padrao (sr), sendo este igual a 0,0022 mg/kg, bem como os valores do coeficiente
de variacdo de repetibilidade (CVr), do limite de repetibilidade (r) e do limite de
repetibilidade relativo (CVr;), os respetivos valores médios, como apresentado na tabela

3.8., para este nivel de trabalho.
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Tabela 3.8 - Valores do coeficiente de variacdo de repetibilidade (CVr), em %, do limite de repetibilidade (r), em
mg/kg, e do limite de repetibilidade relativo (CVrr), em %, obtidos para cada matriz considerada no estudo da
repetibilidade para o nivel [Pb]< 0,10 mg/kg.

Matriz CVr (%) r (mg/kg) CVr, (%)
Cereal 6,4 0,0044 18
Farinha de trigo 2,8 0,0045 7,8
Maizena 3,5 0,0094 9,9
Média 4,3 0,010 12

e 0,10 < [Chumbo] < 0,40 mg/kg

Assim, para o nivel de trabalho compreendido entre 0,10 e 0,40 mg/kg, foram
consideradas 5 matrizes, como ilustrado na tabela 3.9., sendo que para cada uma delas foi
determinado o valor médio da concentracdo de chumbo, o desvio padréo de repetibilidade

e a variancia de repetibilidade.

Tabela 3.9 - Valores auxiliares necessarios para o estudo da precisao em condicdes de repetibilidade do método,
nomeadamente o valor médio da concentracdo de chumbo nas matrizes consideradas, [Pb] (mg/kg), o desvio padrao
de repetibilidade, sr (mg/kg) e a variancia, s? (mg/kg), no nivel de 0,10 <[Pb]<0,40 mg/kg.

Matriz [Pb] (mg/kg) sr (Mg/kg) % (mg/kg)?
Cevada 0,10 0,0024 0,0000
Biscoito 0,13 0,0025 0,000010
Alga 0,15 0,0044 0,000020
Cacau 0,28 0,0090 0,000080
Pasta de tomate 0,22 0,0081 0,000070

Apbs realizacdo do teste de Cochran, verificou-se que para a matriz que
apresentava maior variancia, isto é, o cacau, o valor de C calculado foi de 0,45. Como o
valor de C tabelado paran=7, k=5 e, 95 % de confianca é de 0,48, concluiu-se que esta
matriz ndo deveria ser rejeitada para o estudo da repetibilidade e, como tal, foram

consideradas as 5 matrizes mencionadas.

Determinou-se o valor médio do srsendo este igual a 0,0053 mg/kg, bem como os
valores do CVr, dor e do CVr; e os respetivos valores médios, como apresentado na tabela

3.10., para este nivel de trabalho.
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Tabela 3.10 - Valores do coeficiente de variacdo de repetibilidade (CVr), em %,, do limite de repetibilidade (r), em
mg/kg, e do limite de repetibilidade relativo (CVrr), em %, obtidos para cada matriz considerada no estudo da
repetibilidade para o nivel 0,10 <[Pb]<0,40 mg/kg.

Matriz CVr (%) r (mg/kg) CVr, (%)
Cevada 2,4 0,0068 6,8
Biscoito 1,9 0,0071 53
Alga 2,9 0,012 8,2
Cacau 3,2 0,025 9,0
Pasta de tomate 3,7 0,023 10
Média 2,8 0,010 7,9

e [Chumbo] > 0,40 mg/kg

Por altimo, realizou-se 0 mesmo estudo para o nivel [Chumbo] > 0,40 mg/kg. Para
tal, foram consideradas 4 matrizes, como ilustrado na tabela 3.11., sendo que para cada
uma delas foi determinado o valor médio da concentracdo de chumbo, o desvio padrdo de

repetibilidade e a variancia de repetibilidade.

Tabela 3.11 - Valores auxiliares necessarios para o estudo da preciséo em condicOes de repetibilidade do método,
nomeadamente o valor médio da concentracdo de chumbo nas matrizes consideradas, [Ph] (mg/kg), o desvio padrao
de repetibilidade, sr (mg/kg) e a variancia, s> (mg/kg), para [Pb]>0,40 mg/kg.

Matriz [Pb] (mg/kg) sr (Mg/kg) S* (mg/kg)®
Alimento para gato 1,4 0,062 0,0038
Semente 1,8 0,056 0,0031
Maizena 1 0,93 0,014 0,00020
Maizena 2 0,45 0,014 0,00020

Apos realizacdo do teste de Cochran, verificou-se que para a matriz que
apresentava maior variancia, isto €, o alimento para gatos, o valor de C calculado foi de
0,52. Como o valor de C tabelado paran =7, k = 4 e, 95 % de confianca é de 0,56,
concluiu-se que esta matriz ndo deveria ser rejeitada para o estudo da repetibilidade e,

como tal, foram consideradas as 4 matrizes mencionadas.

Sendo o valor médio do s igual a 0,036 mg/kg, determinou-se os valores do CVr,

do r e do CVr, bem como os respetivos valores médios, como apresentado na tabela 3.12.,
para este nivel de trabalho.
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Tabela 3.12 - Valores do coeficiente de variacao de repetibilidade (CVr), em %, do limite de repetibilidade (r), em
mg/kg, e do limite de repetibilidade relativo (CVrr), em %, obtidos para cada matriz considerada no estudo da
repetibilidade para o nivel [Pb]>0,40 mg/kg.

Matriz CVr (%) r (mg/kg) CVr, (%)
Alimento para gato 4,5 0,17 13
Semente 3,0 0,16 8,5
Maizena 1 15 0,040 4.3
Maizena 2 3,1 0,039 8,7
Média 31 0,10 8,6

Analisaram-se os resultados obtidos relativos a media do limite de repetibilidade, do
limite de repetibilidade relativo e dos coeficientes de variacdo relativos, para cada nivel

de trabalho, estando esta analise representada na tabela 3.13.

Tabela 3.13 - Valores do coeficiente de variacao de repetibilidade (CVy), do limite de repetibilidade (r) e, do limite
de repetibilidade relativo (CVry) obtidos para o chumbo.

Metal Nivel (mg/kg) CV: (%) r (mg/kg) CVr, (%)
< 0,100 4,3 0,010 12
Chumbo 0,10 - 0,399 2,8 0,010 7,9
> 0,40 31 0,10 8,6

De acordo com o definido pelo laboratorio, a repetibilidade pode ser considerada
satisfatdria se o CV, for inferior a 10 %, o que se verificou para os diferentes niveis de
trabalho.

E importante realcar que os valores obtidos, através da analise dos replicados, tanto
para o limite de repetibilidade como para o limite de repetibilidade relativo, definem
critérios de aceitacdo para ensaios que poderdo ser realizados em duplicado. Isto &, valores
obtidos em duplicado, em condicGes de repetibilidade podem ser aceites se a diferenca
entre eles ndo exceder os 0,010 mg/kg para os dois primeiros intervalos de trabalho e para
0 3% intervalo ndo pode exceder 0,10 mg/kg. Contudo, dado que o nivel de trabalho ainda
é extenso e o valor absoluto pode induzir em erro a eliminacdo de duplicados, ao invés
de se considerar o r como critério de aceitacdo de diferenca entre duplicados obtidos em

condigdes de repetibilidade considera-se o CVr,, isto €, aceitam-se duplicados se a
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diferenca entre eles ndo for superior a 12 %, 7,9 % e 8,6 % do seu valor médio para o 1°,

2° e 3° intervalos, respetivamente.
Y Arsénio, cadmio, mercurio

Para os restantes metais realizou-se o tratamento de resultados das condicgdes de
repetibilidade de forma idéntica ao apresentado para o chumbo. Posto isto, 0s

resultados relativos aos mesmos encontram-se descritos na tabela 3.14.

Tabela 3.14 - Valores do coeficiente de variacdo de repetibilidade (CVr), do limite de repetibilidade (r) e, do limite
de repetibilidade relativo (CVry) obtidos para cada metal.

Metal Nivel (mg/kg) CVr (%) r (mg/kg) CVr, (%)
< 0,100 1S 0,010 15
Arsénio 0,100 - 0,59 6,0 0,040 17
>0,60 2,5 0,12 7,0
< 0,100 4,0 0,0030 11
Cadmio 0,100 — 0,599 2,0 0,010 6,0
> 0,60 3,0 0,11 8,0
<0,100 9,0 0,0040 24
Mercurio 0,100 - 0,299 55 0,030 15
> 0,300 6,0 0,15 17
Yy Arsénio

Foram definidos 3 niveis de trabalho. O nivel mais baixo consistiu nas concentra¢es
inferiores a 0,10 mg/kg, o nivel intermédio, de 0,10 < [Arsénio] < 0,59 mg/kg e por

altimo, o nivel alto de [Arsénio] > 0,60 mg/kg.

Concluiu-se que o método, no primeiro nivel de trabalho, [Arsénio] < 0,10 mg/kg,
apresenta, em média, um CV, de 5,5%, um r de 0,010 mg/kg e um CVr;, igual a 15 %. No
segundo nivel de trabalho, 0,10 < [Arsénio] < 0,59 mg/Kkg, apresenta, em média, um CVr

de 6,0%, um r de 0,040 mg/kg e um CVr, igual a 17 %. Por fim, no terceiro nivel de
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trabalho, [Arsénio] > 0,60 mg/kg, apresenta, em média, um CVr de 2,5%, um r de 0,12
mg/kg e um CVr; igual a 7,0 %.

De acordo com o definido pelo laboratorio, a repetibilidade pode ser considerada
satisfatdria se o CV, for inferior a 10 %, garantindo que os desvios observados em analises
efetuadas em condicOes de repetibilidade ndo afetam a confianca nos resultados
produzidos. Posto isto, verificou-se que a repetibilidade do método para os trés niveis de

trabalho foi satisfatoria.

Para além disso, ficou definido que valores obtidos em duplicado, em condicdes de
repetibilidade, podem ser aceites se a diferenca entre eles ndo exceder os 0,0030 mg/kg,
0,010 mg/kg e 0,11 mg/kg para o 1°, 2° e 3° niveis, respetivamente. Contudo, dado que a
gama de trabalho ainda é extensa e o valor absoluto pode induzir em erro a eliminacéo de
duplicados, ao invés de se considerar o r como critério de aceitacdo de diferenca entre
replicados obtidos em condicGes de repetibilidade considerou-se o CVr;, isto é, aceitam-
se duplicados se a diferenca entre eles ndo for superior a 15 %, 17 % e 7,0 % do seu valor

médio para o 1°, 2° e 3° niveis, respetivamente.
Yy Céadmio

Na tabela 3.14. € possivel verificar os resultados obtidos relativos a média do limite
de repetibilidade, do limite de repetibilidade relativo e dos coeficientes de variacdo
relativos, para cada nivel de trabalho referente a cAdmio. A repetibilidade do método para
0s trés niveis de trabalho foi satisfatoria uma vez que o CVr foi inferior a 10% em cada
uma.

Através dos resultados obtidos, definiu-se que em condi¢des de repetibilidade podem
ser aceites se a diferenga entre eles ndo exceder os 0,010 mg/kg, 0,040 mg/kg e 0,12
mg/kg para o 1°, 2° e 3° niveis, respetivamente. No entanto, aceitam-se duplicados se a
diferenca entre eles ndo for superior a 11 %, 6,0 % e 8,0 % do seu valor médio para o 1°,

2° e 3° niveis, respetivamente.
Y Mercurio

A repetibilidade do método para os trés niveis de trabalho é satisfatoria uma vez que

0 CVr ¢ inferior a 10% em cada um (9,0%, 5,5% e 6,0%, respetivamente).

Valores obtidos em duplicado, em condigdes de repetibilidade podem ser aceites se a

diferenca entre eles ndo exceder os 0,0040 mg/kg, 0,030 mg/kg e 0,15 mg/kg para o 1°,
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2° e 3° niveis, respetivamente. Uma vez que o intervalo de trabalho é extenso e o valor
absoluto pode induzir em erro a eliminacao de duplicados considerou-se o CVr,, ou seja,
sdo aceites as réplicas se a diferenca entre estas nao for superior a 24 %, 15% e 17% do

seu valor médio para o 1°, 2° e 3° niveis, respetivamente.

A precisdo do método também pode ser expressa em condi¢cdes de precisdo
intermédia, isto é, obtida em analises realizadas nas mesmas condi¢des experimentais,
nomeadamente, com 0 mesmo analista e equipamento, contudo em dias diferentes. A
precisdo intermédia foi avaliada para os niveis de trabalho usados para o estudo de
repetibilidade. E importante salientar que, em cada dia que uma matriz foi analisada, os

ensaios foram realizados em duplicado.
Y Chumbo

A partir dos resultados obtidos para as amostras analisadas em duplicado
determinou-se o valor médio para cada um dos duplicados, bem como o quadrado da
diferenca entre eles. Deste modo, foi possivel determinar o valor do desvio padrdo da
precisdo intermédia, S;, e recorrendo ao valor médio das médias dos duplicados e ao S;,
determinou-se o valor do coeficiente de variagdo medio, CVpi. A partir deste calculou-se
o valor do limite de preciséo intermédia, CVrpi, como demonstrado no Anexo F. Na tabela
3.15. encontram-se sumarizados os valores do S, do CVpie do CVrp obtidos para os trés
niveis de trabalho considerados.

Tabela 3.15 - Valores do desvio padrao da precisdo intermédia, Si (mg/kg), do coeficiente de variacao de preciséo
intermédia, CVpi (%), e do limite de precisdo intermédia relativo, CVrpi (%), obtidos para cada nivel de trabalho
considerado no estudo da precisdo em condigdes de precisdo intermédia

Nivel de trabalho (mg/kg) Si(mg/kg) CVp (%) CVrp (%)
[chumbo] < 0,1 ‘ 0,0020 3,9 11
0,1 < [chumbo] <0,4 ‘ 0,0060 3,5 9,7
[chumbo] > 0,4 ‘ 0,033 2,3 6,4

Consideraram-se para o estudo da precisdo intermédia no nivel de trabalho baixo,
inferior a 0,10 mg/kg, os resultados obtidos para os duplicados de 20 amostras, presentes
natabela E.1. Deste modo, foi possivel determinar o valor do S;, de acordo com a equacéo

1.11., sendo este igual a 0,0020 mg/kg. Recorrendo ao valor médio das médias dos
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duplicados, que equivale a 0,063 mg/kg, e ao S; determinou-se o valor do CVp), de acordo
comaequacdo 1.12., sendo este igual a 3,9 %, ou seja, a precisao intermédia é considerada
satisfatOria uma vez que este valor é inferior a 10 %. A partir deste, calculou-se o valor
do CVrp, como indicado na equagdo 1.13., que equivaleu a 11 %, ou seja, os valores
obtidos em condicdes de precisao intermédia para a mesma amostra podem ser aceites se

a diferenca entre eles ndo exceder os 11 % do seu valor médio.

Para o nivel de trabalho intermédio, compreendida entre 0,10 e 0,40 mg/kg,
consideraram-se para o estudo da precisdo intermédia 23 amostras em duplicado. Tal
como referido para o nivel de trabalho baixo, determinou-se o valor médio dos valores da
concentracdo de chumbo nestas amostras, juntamente, com o quadrado da diferenca entre
duplicados. De seguida, determinou-se o valor do S;, sendo este igual a 0,0060 mg/kg. A
partir deste valor, bem como do valor médio das medias dos duplicados, que correspondeu
a 0,19 mg/kg, determinou-se o CVp, sendo este igual a 3,5 %. Por fim, calculou-se o
valor do CVrpy, que equivaleu a 9,7 %. Uma vez mais, de acordo com o critério definido
pelo laboratdrio, referido anteriormente, a precisao intermédia é considerada satisfatoria
e os valores obtidos em condicGes de precisdo intermédia para a mesma amostra neste
nivel de trabalho podem ser aceites se a diferenca entre eles ndo exceder 0s 9,7 % do seu

valor médio.

Por altimo, para o nivel de trabalho alto, [Chumbo] > 0,40 mg/kg, foram
consideradas para o estudo da precisdo intermédia neste intervalo 19 amostras em
duplicado. A partir destes valores, determinou-se o valor médio da concentracdo de
chumbo nestas amostras, bem como, o quadrado da diferenca entre duplicados. De
seguida, determinou-se o valor do S;, sendo este igual a 0,033 mg/kg. A partir deste valor,
bem como do valor médio das médias dos duplicados, que equivale a 1,5 mg/kg,
determinou-se o CVpy, sendo este igual a 2,3 %. Por fim, calculou-se o valor do CVrp,
que equivale a 6,4 %. Assim, de acordo com o estipulado pelo laboratorio, a precisao
intermédia é considerada satisfatéria uma vez que o CVp foi inferior a 10 %. Constatou-
se ainda que valores obtidos em condicdes de precisdo intermédia para a mesma amostra
neste nivel de trabalho podem ser aceites se a diferenca entre eles ndo exceder os 6,4 %

do seu valor médio.
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Y Arsénio, cadmio, mercurio
Para os restantes metais realizou-se o tratamento de resultados das condi¢Ges de
precisdo intermédia de forma idéntica ao apresentado para 0 chumbo. Posto isto, 0s

resultados relativos aos mesmos encontram-se descritos na tabela 3.16.

Tabela 3.16 - Andlise da precisdo intermédia através dos valores do desvio padréo da precisdo intermédia, Si
(mg/kg), do coeficiente de variacdo médio, CVpi (%) e do limite de precisdo intermédia, CVrei (%)

Metal Nivel (mg/kg) S (ma/kg) CVe1 (%) CVre (%)
< 0,100 0,0020 4,3 12
Arsénio 0,100 -0,59 0,0050 2,1 5,9
> 0,60 0,035 19 54
< 0,100 0,0020 3,7 10
Cadmio 0,100 — 0,599 0,0040 2,2 6,0
> 0,60 0,025 1,6 4,6
< 0,100 0,0010 4,6 13
Mercurio 0,100 - 0,299 0,0070 4,3 12
>0,300 0,055 4.3 12

A partir dos resultados apresentados na tabela 3.16., foi possivel constatar que,
geralmente, a medida que o nivel de concentra¢do aumenta, 0 CVp e 0 CVrpidiminuiram,
enguanto o Si aumenta. Verificou-se que no mercdrio isto ndo acontece, uma vez que no
nivel mais alto os valores sdo ligeiramente superiores aos do nivel intermédio. Isto pode

ter acontecido devido a erros experimentais aquando da realizacdo do ensaio.

A precisdo intermédia é considerada satisfatoria se 0 CVp for inferior a 10 %.
Uma vez que para os metais analisados, em todos os niveis, o coeficiente de variacdo
médio é inferior a 10 %, pode-se considerar a precisao intermédia é satisfatoria, ou seja,
os erros aleatdrios observados em analises efetuadas em condigdes de precisdo intermédia
ndo afetaram a confianca nos resultados produzidos. Também é de notar ainda que valores
obtidos em condicdes de precisao intermédia para a mesma amostra podem ser aceites se

a diferenca entre eles nao exceder o valor obtido de CVrp do seu valor médio.
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3.5. Justeza

A justeza foi avaliada com base nos resultados obtidos das matrizes analisadas,

nos resultados dos ensaios de comparacdo interlaboratorial e nos ensaios de recuperacao.

Yy Chumbo

Para avaliar a justeza dos resultados do método em estudo, teve-se em conta 0s
resultados obtidos da concentracdo de chumbo, em pg/kg, para amostras provenientes da
participacdo em ensaios interlaboratoriais. Os resultados em questdo, na forma de valor
médio, encontram-se apresentados na tabela 3.17. juntamente com os valores de
concentracdo de chumbo de referéncia para cada amostra, a partir dos quais foi possivel
determinar o z-score, como se encontra explicito no Anexo G. Uma vez que se trata de
ensaios que englobam varios laboratorios, o desvio padrdo apresentado tem em conta

todos os ensaios realizados pelos laboratérios que entraram neste estudo estatistico.

Tabela 3.17 — Avaliacdo da justeza: valores médios obtidos pelo laboratdrio, [Pb];,;, para a concentracao de
chumbo em amostras analisadas em ensaios interlaboratoriais, juntamente com o valor de referéncia da
concentragéo de chumbo nessas amostras, [Pb],..r, ambas em pg/kg, o respetivo desvio padréo (s) e z-score. O valor
n corresponde ao nimero de laboratérios que participaram no ensaio interlaboratorial.

; Pb] [Pb],ef
Matriz [Pbl1ap re S z-score
(Ha/kg) (Hg/kg)
Vinagre de vinho branco 5,00 5,00 11 6,0 0,00
Pasta de tomate 313 447 46 81 -1,66
Caranguejo enlatado 69,0 62,1 64 14 0,500

A partir da anélise da tabela 3.17. verificou-se que o valor minimo de z-score, em
maodulo, foi 0,500 e o valor méximo calculado foi 1,66. Considerando que o desempenho
do laboratério € satisfatorio quando o valor de |z-score| for inferior a 2, foi possivel
concluir que o laboratério produziu resultados fidedignos. Como tal, 0 método a ser
avaliado ¢ considerado justo, o que indica que ndo existem evidéncias da ocorréncia de

erros sistematicos.
Y Arsénio, cadmio e mercurio

No estudo da justeza para 0 arsénio, o cadmio e o mercurio (tabelas 3.18., 3.19. e 3.20.,

respetivamente) verificou-se que os valores do médulo de z-score obtidos para os trés
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metais estavam compreendidos entre 0,500 e 1,35. Tendo sido inferiores a 2 em todos 0s
casos, 0 desempenho do laboratorio foi satisfatorio no que toca a analise dos restantes

metais em estudo.

Tabela 3.18 - Avaliagdo da justeza: valores médios obtidos pelo laboratorio, [As];4p, para a concentracdo de
arsénio em amostras analisadas em ensaios interlaboratoriais, juntamente com o valor de referéncia da
concentragdo de arsénio nessas amostras, [As],..r, ambas em ug/kg, o respetivo desvio padréo (s) e z-score. O valor
n corresponde ao nimero de laboratorios que participaram no ensaio interlaboratorial.

: [AS]jab [AS]yef
Matriz a re n S Z-score
(Ha/kg) (Hg/kg)
Carne de caranguejo enlatada 12,3 14,4 59 1,6 -1,35

Sumo de fruta 70,0 65,0 12 9,0 0,560

Tabela 3.19 - Avaliagdo da justeza: valores médios obtidos pelo laboratério, [Cd];4p, para a concentragdo de
cadmio em amostras analisadas em ensaios interlaboratoriais, juntamente com o valor de referéncia da
concentragdo de cadmio nessas amostras, [Cd],.r, ambas em pg/kg, o respetivo desvio padréo (s) e z-score. O valor
n corresponde ao nimero de laboratérios que participaram no ensaio interlaboratorial.

: Cd] [Cd] er
Matriz [Cd]iap re n s z-score
(Mg/kg)  (Mg/kg)
Pasta de tomate 240 266 46 52 -0,50
Carne de caranguejo enlatada ‘ 7,20 7,99 70 0,94 -0,84
Sumo de fruta ‘ 40,0 38,0 14 4,0 0,50

Tabela 3.20- Avaliagao da justeza: valores médios obtidos pelo laboratério, [Hg],45, para a concentragéo de
mercUrio em amostras analisadas em ensaios interlaboratoriais, juntamente com o valor de referéncia da
concentragdo de mercurio nessas amostras, [Hgl,., ambas em pg/kg, o respetivo desvio padréo (s) e z-score. O
valor n corresponde ao nimero de laboratérios que participaram no ensaio interlaboratorial.

Matriz [Hg]1ab [HG ] ef n s z-score

Carne de caranguejo enlatada ‘ 110 112 61 25 -0,080
250 239 10 20 0,55

Sumo de fruta

3.5.2. Ensaios de recuperacédo

A justeza do método também foi avaliada através dos resultados obtidos na realizagéo
de ensaios de recuperagédo. Os resultados obtidos estéo representados na tabela 3.21. Na
tabela H.1. é possivel verificar a concentracdo utilizada, em mg/L, em cada contaminacéo

para o Pb.
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Tabela 3.21 — Valores da taxa de recuperacao, em percentagem, dos metais em estudo para as diferentes matrizes e
respetiva média.

Recuperacéo (%)

Grupo Matriz

Arsénio Cadmio Mercurio Chumbo

Alimentos Alimento para gato 96,9 104 81,7 86,6

para animais Racdo 87,6 90,6 83,6 90,1

Cereais, Maizena 1 89,7 96,3 92,1 94,1

leguminosas, Maizena 2 87,9 109 80,9 924

pseudqcereais Maizena 3 94,7 104 112 96,2

e derivados Maizena 4 96,5 - 90,9 95,1

Média ‘ 92,2 101 90,3 92,4

Valor maximo ‘ 96,9 109 112 96,2

Valor minimo ‘ 87,6 90,6 80,9 86,6

Como os valores obtidos se encontravam no intervalo de recuperacdo admitido
([80 — 120] %), o método foi considerado justo.

3.6. Seletividade/Especificidade
A seletividade/especificidade foi avaliada analisando os seguintes resultados:

e Ensaios de recuperacgéo (fortificagcdo da amostra).
e Recuperagdo aparente (valor calculado através da razdo entre a concentracdo

obtida e a concentracdo do analito atribuida ao material de referéncia certificado).

Estes ensaios permitiram avaliar a presenca/auséncia de interferéncias que possam,
ou ndo, interferir com o resultado final. Os ensaios de recuperacéo efetuados encontram-
se na tabela H.1. do Anexo H, estando apenas como exemplo os ensaios relativos ao Pb.
Os valores das taxas de recuperacdo encontram-se na tabela 3.21. e os valores finais

relativos & recuperagdo aparente encontram-se na tabela 3.22.
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Tabela 3.22 — Taxa de recuperacao aparente, em %, respetiva a cada metal.

) % recuperacao média
Metal/mineral

aparente
Arsénio 94,1
Cadmio 915
Mercurio 105
Chumbo 94,2

Com base nos ensaios realizados e nos resultados obtidos, demonstrou-se que o
método é especifico/seletivo uma vez que as taxas de recuperacdo se encontram entre

80% e 120%, ou seja, ndo existem compostos interferentes com os analitos.
3.7. Estimativa da incerteza do méetodo

De modo que todos os resultados obtidos pelo método analitico possam ter a
mesma incerteza relativa associada, esta foi estimada recorrendo a dados de validacao e
de controlo de qualidade. Assim, pretendeu-se estimar a incerteza do método combinando
os dados obtidos no estudo da preciséo e da justeza, como demonstrado no Anexo |I.
Contudo, é de destacar que este parametro de desempenho foi calculado separadamente

para cada um dos niveis de trabalho consideradas.

Yy Chumbo

Para o nivel de trabalho alto, [Chumbo] > 0,40 mg/Kg, determinou-se a componente
da incerteza associada a precisdo do método, considerando os dados do estudo da precisao
intermédia, uma vez que mimetizam as condicGes de rotina no laboratério. Assim, para
este nivel, considerou-se 0 CVp de 2,3 %, sendo entao a w(precisao)relativa 19Ul a 2,3 %.

Para o célculo da componente da incerteza associada a justeza do método

(W(justeza)relativa), CONsiderou-se o resultado obtido na realizagdo de um ensaio de

recuperacdo. Na realizacdo do ensaio de recuperacdo, verificou-se que a [Pb],s foi de
1,39 mg/kg. Para além disso, sabe-se que a [Pb],., correspondeu a 1,51 mg/kg. A partir
destes dois valores, determinou-se o bias relativo, sendo este igual a 8,34 %. A
fortificacdo da amostra foi efetuada através da adicdo de uma solucdo padrdo com
concentragdo de 0,0750 mg (Pb)/kg e, determinou-se a u(aqq)relativa, SENAO €sta igual a
1,1 %. Foi considerada a wu(yoprelativa, S€NdO esta igual a 0,10 %. De seguida, calculou-

S€ A U(recuperagio,c)relativos SENAO que este correspondeu a 1,1 %. Por fim, calculou-se a

U(justeza)relativa SENDO esta igual a 8,4 %.
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Deste modo, calculou-se a u.(y), que correspondeu a 8,7 %. Como tal, a U deste nivel

de trabalho foi de 17 %.

Y Arsénio, cadmio, mercurio e chumbo

Para os restantes niveis de trabalho do chumbo e restantes metais em estudo,

procedeu-se a estimativa da incerteza de forma analoga ao referido para [Chumbo] > 0,40

mg/kg. Deste modo, um resumo dos resultados obtidos para cada um encontram-se

expressos na tabela 3.23.

Tabela 3.23 — Incerteza associada a cada metal e respetivos niveis de trabalho, em %.

Metal/ mineral

Nivel (mg/kg)

Incerteza relativa
(%)

Arsénio

Cadmio

Mercurio

Chumbo

< 0,100
0,100-0,59
> 0,60
<0,100
0,100 - 0,599
> 0,60
< 0,100
0,100 - 0,299
> 0,300
< 0,100
0,10 - 0,399
>0,40

15
24
24
17
16
15
23
24
19
16
16
17

E de realcar que a componente associada & justeza foi aquela que apresentou maior

contribuigéo para a estimativa da incerteza de cada metal, uma vez que foi considerado o

valor do CVp para a incerteza associada a precisdo e o maior valor obtido para este

parametro, entre todos, foi de 4,6 % para o elemento Hg.
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4. Conclusoes

O objetivo deste trabalho foi a validacao interna do método ja implementado noutro
laboratorio do grupo para quantificar o teor de chumbo, cadmio, arsénio e mercdrio por
ICP-MS em géneros alimenticios. Para tal, realizou-se um conjunto de procedimentos que
levou a determinagdo dos pardmetros de desempenho do método, nomeadamente a
linearidade, a sensibilidade, o limite de quantificacdo, a gama de trabalho, a

repetibilidade, a precisdo intermédia, a justeza, a seletividade e, a incerteza do método.

Neste trabalho mostrou-se que o método analitico apresentava uma correlagéo linear
entre a resposta obtida por ICP-MS e a concentracdo de analito dado o elevado valor do
coeficiente de correlagdo obtido, sendo que a media dos valores obtidos para arsénio,
cadmio e chumbo foi de 1,000 e para o mercurio foi de 0,9991. Verificou-se que a
sensibilidade do método se manteve inalterada ao longo do tempo, dado que néo
ocorreram variacdes significativas nos declives das curvas de calibracdo tracadas em

diferentes dias.

Foi possivel validar experimentalmente o limite de quantificacdo, com adicao de
analito de concentragédo idéntica a do primeiro padréo da curva de calibracdo, tendo-se
obtido taxas de recuperacdo associadas aos ensaios em questdo entre 96 % e 112 %,
estando estes valores dentro do limite aceitavel. A gama de trabalho foi definida tendo
em conta o limite de quantificacdo e a concentracdo mais alta obtida em amostras para

cada metal.

Quanto a precisao do método, tanto o estudo da repetibilidade, como o estudo da
precisdo intermédia mostraram que nos niveis de trabalho estudados os valores dos CV
foram aceitaveis e, portanto, os erros aleatorios observados ndo afetavam a confianga nos
resultados produzidos. Obtiveram-se coeficientes de variacédo de repetibilidade entre 2,0

% e 9,0 % e coeficientes de variacdo de precisdo intermédia entre 1,6 % e 4,6 %.

Constatou-se, ainda, que ndo foram evidenciadas ocorréncia de erros sistematicos
uma vez que o meétodo mostrou ser justo, quer por participacdo em ensaios
interlaboratoriais, quer na realizacdo de ensaios de recuperacdo, tendo se obtido valores
de modulo de z-score inferiores a 2 e taxas de recuperacao entre 80,9% e 112%.

Por todos estes motivos, é possivel afirmar que o método foi devidamente validado
para a quantificacdo de Pb, Cd, As e Hg nas matrizes alimentares estudadas.
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Nas tabelas A.1., A.2., A.3. e A.4. encontram-se os valores dos teores maximos

admissiveis em alimentos pela Unido Europeia de chumbo, cadmio, mercurio e

arsenio, respetivamente.

Tabela A.1 - 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 [8]

Géneros Alimenticios

Teores maximos de chumbo

(mg/kg)
Leite cru, leite tratado termicamente e leite para o fabrico de
produtos lacteos 0,020
Formulas para lactentes e formulas de transigdo 0,020
Carne (com excecdo de miudezas) de bovino, ovino, suino e 0.10
aves de capoeira
Miudezas de bovino, ovino, suino e aves de capoeira 0,50
Parte comestivel do peixe 0,30
Crustaceos, excluindo a carne escura de caranguejo e
excluindo a carne de cabeca e do térax da lagosta e de grandes 0,50
crustaceos similares (Nephropidae e Palinuridae)
Moluscos bivalves 1,5
Cefaldpodes (sem visceras) 1,0
Cereais, legumes e leguminosas 0,20
Produtos horticolas, com excecdo de bréssicas, produtos
horticolas de folha, plantas aromaéticas frescas e cogumelos.
No caso das batatas, o teor maximo aplica-se a batatas 010
descascadas
Bréssicas, produtos horticolas de folha e cogumelos de cultura 0,30
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 0,00
Vinho (incluindo vinho espumante, com excecdo do vinho
licoroso), sidra, perada e vinho de frutos 020
Vinho aromatizado, bebidas aromatizadas a base de vinho e 0.20

cocktails aromatizados de produtos vitivinicolas
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Tabela A.2 - Teores méximos de cadmio em alimentos, fixados pela Uni&o Europeia, segundo o regulamento N°

488/2014 da Comissdo Europeia de 12 de maio de 2014 [10]

Géneros Alimenticios

Teores maximos de cadmio

(mg/kg)
Produtos horticolas e frutos 0,050
Raizes e tubérculos (exceto aipo-rabano, pastinagas, salsifis e 0.10
rabanos), produtos horticolas de caule (com excecéo de aipos). ’
Produtos horticolas de folha, plantas aromaticas frescas, couves de
folha, aipos, aipo-rabano, pastinagas, salsifis e os seguintes
cogumelos: Agaricus bisporus (cogumelo comum), Pleurotus 0,20
ostreatus (pleuroto) e Lentinula edodes (“shiitake™)
Cogumelos, com excecdo dos referidos anteriormente 1,0
Gréos de cereais, com excecdo de trigo e arroz 0,10
Gréos de trigo, gréos de arroz e gréos de soja 0,20
Carne (com excecdo de miudezas) de bovino, ovino, suino e aves 0.050
de capoeira
Carne de cavalo, com exce¢do 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 pontos 0,00
Parte comestivel dos seguintes peixes: carapau (espécie Scomber),
atum (espécies Thunnus, Katsuwonus pelamis, Euthynnus) e 0,10
Sicyopterus lagocephalus
Parte comestivel dos seguintes peixes: judeu (espécie Auxis) 0,15
Parte comestivel dos seguintes peixes: biqueirdo (espécie
Engraulis) espadarte (Xiphias gladius) sardinha (Sardina 0,25
pilchardus)
Crustéaceos: musculo dos apéndices e do abdomen. No caso dos
caranguejos e crustaceos similares (Brachyura e Anomura), a parte 0,50
comestivel dos apéndices
Moluscos bivalves 1,0
Cefaldpodes (sem visceras) 1,0
Férmulas em p6 ou liquidas feitas a partir de lacteos 0,0010-0,010
Alimentos a base de cereais transformados e alimentos para bebés 0,040
Suplementos alimentares 1,0
Suplementos alimentares que consistam exclusiva ou
principalmente em algas secas, produtos derivados de algas ou 3,0

moluscos bivalves secos
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Tabela A.3 - Teores méximos de mercurio em alimentos fixados pela Unido Europeia, segundo o regulamento N°
1881/2006 da Comissdo Europeia, de 19 de dezembro de 2006. [8]

Géneros Alimenticios

Teores maximos de mercurio
(mg/kg)

Produtos da pesca e parte comestivel do peixe, com exce¢do
das espécies referidas noutros pontos. Os teores maximos
aplicam-se aos crustaceos, com excecdo da carne escura do
caranguejo e da carne da cabeca e do torax da lagosta e de

grandes crustaceos similares (Nephropidae e Palinuridae)

0,50

Parte comestivel dos seguintes peixes: tamboril (Lophius
species) peixe-lobo riscado (Anarhichas lupus) bonito (Sarda
sarda) enguia (Anguilla species) ronquinhas, olho-de-vidro,
olho-de-vidro laranja (Hoplostethus species) lagartixa-da-
rocha (Coryphaenoides rupestris) alabote-do-atlantico
(Hippoglossus hippoglossus) espadins (Makaira species)
areeiros (Lepidorhombus species) salmonetes (Mullus species)
licio (Esox lucius) palmeta (Orcynopsis unicolor) fanecdo
(Tricopterus minutes) carocho (Centroscymnus coelolepis)
raia (Raja species) peixe-vermelho (Sebastes marinus, S.
mentella, S. viviparus) veleiro-do-atlantico (Istiophorus
platypterus) peixe-espada (Lepidopus caudatus, Aphanopus
carbo) bicas e gorazes (Pagellus species) tubar@es (todas as
espécies) escolares (Lepidocybium flavobrunneum, Ruvettus
pretiosus, Gempylus serpens) esturjdo (Acipenser species)
espadarte (Xiphias gladius) atuns (Thunnus species,

Euthynnus species, Katsuwonus pelamis)

1,0

Tabela A.4 - Limites maximos de arsénio, na forma inorgénica, permitidos em arroz e produtos & base e arroz.[14]

Géneros Alimenticios

Teores maximos de arsénio

(mg/kg)
Arroz branqueado ndo estufado (arroz polido ou branco) 0,20
Arroz estufado e arroz descascado 0,25
Waffles de arroz, wafers de arroz, biscoitos de arroz e bolos de 0,30
arroz
0,10

Arroz para a producdo de alimentos destinados a lactentes e

criangas jovens
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B. Relatorio de performance e Relatorio de tune

Neste anexo encontram-se dois exemplos de um Performance Report e de um Tune

Report usados nas verificacBes inicias da utilizacdo do equipamento ICP-MS. Estes
encontram-se representados nas figuras B.1. e B.2.
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Figura B.1 - Performance Report
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Figura B.2 - Tune Report
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C. Linearidade

Neste anexo estdo representadas todas as retas de calibragcdo tragadas, bem como a

indicacdo do coeficiente de correlacdo de cada reta.
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Na figura C.1. encontram-se as 5 retas de calibragdo para a analise de arsénio.

x10 -2 x10 2 X0
€ £
R s 2,
24 21
0 0 i T 0 ¥ T
5 1050 100.0
Conc(ug/) Conc{ugl) Conc(ug/)
75 As [ HEHe | 75 As [ HEHe | 75 As [ HEHe ]
ISTD: 103 Rh ISTD: 103 Rh ISTD: 103 Rh
y = 5.964E-4 x + 3.852E-6 y = 5.266E-4 x + 2702E-6 y = 51584 x + 2.290E-6
R 0.9999 R 1.0000 R 1.0000
%RSE 87 %RSE 9.1 %RSE 6.1
DL 0.01028 DL 0.01063 DL 0.008839
BEC  0.00646 BEC  0.005131 BEC  0.004439
%102 x10-2
E4
5_
o o
2 = 44
= =
2_
C' T T
100.0 0 100.0
Conc{ugl) Conc(ugl)
75 As [ HEHe ] 75 As [ HEHe ]
ISTD: 103 Rh ISTD: 103 Rh
y = 5.512E-4 x + 2.755E-6 y = 4953E-4 x + 2.085E-6
R 0.9999 R 1.0000
%RSE 84 %RSE 122
DL 0.00664 DL 0.007147
BEC  0.004998 BEC  0.00421

Figura C.1 - Retas de calibragao de arsénio

Na tabela C.1. estdo indicados os valores do coeficiente de correlacdo das retas

representadas na figura C.1.

Tabela C.1 - Coeficiente de correlagdo das retas de calibracéo de arsenio.

Reta Coeficiente de correlacao
1 0,9999
2 1,000
3 1,000
4 1,000
5 0,9999
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Na figura C.2. encontram-se as 5 retas de calibracdo de cadmio.

100.0
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1.5 154
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R 1.0000 R 1.0000
%RSE 227 %RSE 78

DL 0.005385
BEC 0.003122

DL 0.002928
BEC 0.001127

111 Cd [He]
ISTD: 102 Rh
y=1251E-3 x
R 1.0000
%RSE  13.9
DL 0

BEC 0O

Figura C.2 - Retas de calibragao de cadmio

isep

Na tabela C.2. estdo indicados os valores do coeficiente de correlagéo das retas

representadas na figura C.2.

Tabela C.2 - Coeficiente de correlagdo das retas de calibragdo de cadmio..

Reta Coeficiente de correlacao
1 1,000
2 1,000
3 1,000
4 1,000
5 1,000
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Na figura C.3. encontram-se as 5 retas de calibracdo de mercurio.

x10 27

Ratio

20 40
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202 Hg [ No Gas]
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y = 3.681E-3 % + 5.666E-5
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DL 0.004277
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BEC 0.007125

Figura C.3 - Retas de calibracdo de mercdrio

Na tabela C.3. estdo indicados os valores do coeficiente de correlagdo das retas

representadas na figura C.3.

Tabela C.3 - Coeficiente de correlagéo das retas de calibracédo de mercurio.

Reta Coeficiente de correlacao
1 0,9994
2 0,9989
3 0,9997
4 0,9995
5 0,9982
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Na figura C.4. encontram-se as 5 retas de calibragdo de chumbo.

100.0
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100.0 1000
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BEC 0.1019

Figura C.4 - Retas de calibracdo de chumbo

Na tabela C.4. estdo indicados os valores do coeficiente de correlacdo das retas

representadas na figura C.4.

Tabela C.4 - Coeficiente de correlagdo das retas de calibragcdo de chumbo.

Reta Coeficiente de correlacdo
1 1,000
2 1,000
3 0,9998
4 1,000
5 1,000
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D. Limite de quantificacdo

Para a validagdo experimental do LDQ, determinou-se, para a matriz Maizena, a
concentracdo média da amostra sem fortificacdo e, apds fortificacdo ao nivel do LDQ, o

resultado médio obtido, o resultado tedrico e a taxa de recuperacao.
e Concentracdo da amostra sem contaminacéo

Foram considerados dois ensaios:

0,0037 + 0,0030
2

[Amostrayrance] = = 0,0034 mg/kg

e Concentracdo média obtida

Para fortificar a amostra ao nivel do LDQ, a toma de 0,50 g da matriz maizena
adicionou-se 0,100 mL de uma solugdo com concentracdo de Pb de 0,025 mg/L, tendo

sido feita uma fortificagdo de 0,000003 mg.

0,0080 + 0,0088 + 0,0073

[AmOStrafortlflcada] = 3 = 0,0080 mg/kg
e Concentracdo tedrica
Para um ensaio onde se pesou 0,5148g de amostra:
0,0000030
AMostraiesrica = —Qo057 - 0,0049 mg/kg
1000
0,0049 + 0,0051 + 0,0047
[Amostraiesrcia] = 3 = 0,0049 mg/kg
e Taxa de recuperacao
0,0080 — 0,0034
= X 100 = 96%

0,0049
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E. Repetibilidade

Para avaliar a repetibilidade do método, aguando da analise de chumbo, foram
analisadas 7 réplicas (n) de 13 matrizes (k) pertencentes a 3 grupos alimentares, sendo
que uma delas (biscoito) era um DPCS, com a excec¢do da matriz Maizena 3, em que
foram considerados 10 réplicas. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na
tabela E.1.
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Alimentos

Cereais, leguminosas, pseudo-cereais

Frutos, algas,
produtos horticolas

E derivados

e derivados

Tabela E.1 — Concentracdo de chumbo, em mg/kg, dos ensaios realizados para cada matriz em condicOes de repetibilidade

Matriz

Alimento para
gato

Racéo
Cevada
Cereal

Biscoito

Farinha de
trigo

Maizena 1
Maizena 2
Maizena 3

Maizena 4

Alga

Cacau

Pasta de
tomate

1

1,330

1,856

0,0996
0,0256
0,1353

0,0561

0,9440
0,4650
0,0161
0,0944

0,1493

0,2839

0,2327

2

1,415

1,858

0,0995
0,0221
0,1340

0,0555

0,9430
0,44
0,0028
0,0911

0,1535

0,2981

0,2121

3

1,397

1,838

0,1049
0,0245
0,1371

0,0595

0,9410
0,4650
0,0025
0,0996

0,1465

0,2807

0,2235

[Pb] (mg/kg)

4

1,361

1,911

0,0997
0,0259
0,1313

0,0598

0,9130
0,4310
0,0036
0,0921

0,1554

0,2692

0,2162

5

1,402

1,823

0,0984
0,0236
0,1346

0,0574

0,9490
0,4460
0,0123
0,097

0,1487

0,2791

0,2240

isep

6
1,237

1,727

0,1036
0,0270
0,1303

0,0584

0,9180
0,47
0,0080
0,0909

0,1477

0,2757

0,2259

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

7

1,384

1,837

0,0999
0,0246
0,1311

0,0581

0,9240
0,4500
0,0060
0,0971

0,1422

0,2854

0,2104

0,0088

0,0101

10

0,0728
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e Aplicagdo do teste de Grubbs

Realizou-se o teste de Grubbs para avaliar a possibilidade de se rejeitar algum valor
da concentracdo de chumbo determinada para os replicados. Os resultados encontram-se
na tabela E.2.
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Tabela E.2 - Teste de Grubbs

Teste de Grubbs
Grupo Matriz « el Valor Gvalor  Testeaovalor  Valor Gvalor  Teste ao valor
FORUIREAT Crllgzo minimo minimo minimo maximo maximo maximo
Alimento para gato 7 2,1 1,24 2,0 Aceitavel 1,4 0,88 Aceitavel
Alimentos para animais

Racdo 7 2,1 1,73 2,0 Aceitavel 1,9 1,4 Aceitavel
Cevada 7 2,1 0,10 0,98 Aceitavel 0,10 1,7 Aceitavel
Cereal 7 2,1 0,020 1,7 Aceitavel 0,030 1,4 Aceitavel
Biscoito 7 2,1 0,13 1,2 Aceitavel 0,14 1,5 Aceitavel
Cereais, leguminosas, Farinha de trigo 7 2,1 0,060 1,4 Aceitavel 0,060 1,2 Aceitavel
pseudocereais e derivados Maizena 1 7 2,1 0,91 1,4 Aceitavel 0,95 1,1 Aceitavel
Maiena. 2 7 2,1 0,43 15 Aceitavel 0,47 1,0 Aceitavel

Maizena 3 10 2,5 0,00 0,56 Aceitavel 0,070 2,8 -
Maizena 4 7 2,1 0,090 11 Aceitavel 0,10 1,5 Aceitavel
Alga 7 2,1 0,14 1,6 Aceitavel 0,16 15 Aceitavel
Frutos, algas, produtos Cacau 7 2,1 0,27 14 Aceitével 0,30 18 Aceitavel
Pasta de tomate 7 2,1 0,21 1,3 Aceitavel 0,23 15 Aceitavel
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Exemplo de célculo para a realizacdo do teste de Grubbs relativo a matriz “alimento para
gato™:
11,24 -136]

0,062 20

e Aplicagdo do teste de Cochran

De modo a avaliar a necessidade de eliminar alguma matriz para o calculo da
repetibilidade do método, realizou-se um teste de Cochran, que tem por base a analise
das variancias calculadas para cada matriz utilizada no estudo da precisdo. Os resultados

obtidos encontram-se apresentados na tabela E.3.

Tabela E.3 - Teste de Cochran

NUmero de
matrizes: Maior variancia: 0,0038
Valor
Teste c de 4 critico
0,56
cochran Nimero de tabelado c.
ensaios: C de cochran (5 %):
. 0,52
(calculado):
7
Avaliacdo: Ccalc<ctab Conclusao: Valor aceite
e Exemplo de célculo para a realizacdo do teste C de Cochran:
2
w. 0,0038
C=cpr "= = 0,520

~ Ykw2 ~ (0,0038 + 0,0031 + 0,00020 + 0,00020)

e Calculo do limite de repetibilidade

A partir dos resultados apresentados na tabela 3.7., determinou-se o r, para a matriz
cereal, para [Chumbo] < 0,10 mg/kg, de acordo com a equacao 1.8. isto é:
r=2,8x0,0016 = 0,0044 mg/kg

e Calculo do coeficiente de variacao de repetibilidade
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A partir dos resultados apresentados na tabela 3.7., determinou-se o CVr, para a matriz

cereal, para [Chumbo]< 0,1 mg/kg, de acordo com a equacéo 1.9. isto é:

10,0016
© 0,025

CVr X 100 = 6,4%

e Calculo do limite de repetibilidade relativo

A partir dos resultados apresentados na tabela 3.7., determinou-se o CVr,, para a
matriz cereal, para [Chumbo] < 0,10 mg/kg, de acordo com a equacdo 1.10. isto é:
CVr,=28x%x64=18%
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A precisdo intermédia foi estudada considerando trés niveis de trabalho de chumbo.

Para o nivel baixo, inferior a 0,10 mg/kg, foram considerados os resultados da

concentracdo de chumbo de 20 amostras, obtidos em duplicado, cujos valores se

encontram apresentados na tabela F.1. Para os outros niveis de trabalho foi feito este

estudo de forma anéloga.

Tabela F.1 - Valores auxiliares necessarios para a determinacado da precisdo intermédia no nivel de trabalho baixo,
[Pb] < 0,10 mg/kg, nomeadamente, a concentracdo de chumbo em dois ensaios, bem como o valor médio obtido, em

Matriz

Cereal
Cereal
Cereal
Farinha
de trigo
Farinha
de trigo
Farinha
de trigo
Farinha
de trigo
Farinha
de trigo
Farinha
de trigo
Cevada
Cevada
Cevada
Cevada
Cevada
Cevada
Cevada
Alga
Maizena
Alimento
para gato
Racéo
Soma

[Pb] 4
(mg/kg)
0,039

0,011
0,007

0,054
0,084
0,052
0,052
0,060

0,047

0,089
0,093
0,087
0,085
0,085
0,064
0,093
0,097
0,016

0,073
0,057

[Pb]g
(mg/kg)

0,044
0,010
0,006

0,058
0,082
0,048
0,058
0,065

0,047

0,086
0,098
0,089
0,083
0,083
0,069
0,091
0,098
0,018

0,079
0,058

mg/kg.

([Pb], — [Pb]p)?

(mg/kg)?

0,000023
0,00000036
9,0e-08

0,000018
3,2e-06
0,000018
0,000031
2,9e-05

9,0e-08

0,000011
0,000034
0,0000036
0,0000058
1,2e-06
2,6e-05
1,9e-06
1,2e-06
0,0000048

2,75e-05

3,35e-06
0,00024

X

0,041
0,010

0,0066

0,056
0,083
0,050
0,055
0,063

0,047

0,087
0,095
0,088
0,084
0,084
0,067
0,092
0,097
0,017

0,076
0,057

[Pb], — X

-0,0024
0,00030
0,00015

-0,0022
0,00090
0,0021
-0,0028
-0,0027

-0,00015

0,0017
-0,0029
-0,00095
0,0012
0,00055
-0,0025
0,00069
-0,00055
-0,0011

-0,0026
-0,00091

0,044
0,010

0,0064

0,058
0,082
0,048
0,058
0,065

0,047

0,086
0,098
0,089
0,083
0,083
0,069
0,091
0,098
0,018

0,079
0,058

[Pblp — X

A partir dos resultados apresentados na tabela F.1., determinou-se o Si de acordo com

a equacdo 1.11. sabendo que t € igual a 20, isto é:
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, ’ 1,0
Si = m %X 0,0024 = 0,0020 mg /kg

O CVp foi determinado de acordo com a equacgéo 1.12., sabendo que o S; corresponde
a 0,0020 mg/kg e o valor médio é 0,063 mg/kg, isto €:

. ~ 10,0020
PI™ 0,063

O CVrp foi determinado de acordo com a equacdo 1.13., sabendo que o Si corresponde

X 100 = 3,9%

a 0,0020 mg/kg e o valor médio é 0,063 mg/kg, isto €:
2,8 X 0,0020

CVTPI = W X 100 = 11%
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G. Justeza

e Determinacao do z-score

Para avaliar o desempenho do laboratério na participacdo de ensaios
interlaboratoriais, procedeu-se a determinacdo do z-score em cada um dos ensaios
realizados. Tomando como exemplo a matriz de pasta de tomate na andlise de
chumbo, o z-score foi calculado como ilustrado na equacdo 1.2., sabendo que o desvio
padrdo do ensaio foi de 80,8 pg/kg, o valor médio de concentracdo de chumbo na
amostra foi de 313 pg/kg e conhecendo o valor de referéncia de concentragéo de
chumbo na amostra de 447 pg/kg, teve-se que:

313 — 447

80.8 —1,66

Z— score =
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espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).
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H. Seletividade e especificidade

e Ensaios de recuperacao

Foram realizados diversos ensaios de recuperacdo de modo a avaliar a
presenca/auséncia de interferéncias que possam, ou ndo, interferir com o resultado

final. Os ensaios realizados para o chumbo encontram-se representados na tabela H.1.
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* - Resultado ndo considerado

Sem contaminacdo (mg/kg)

Com contaminacgdo (mg/kg)

Volume

Metal Matriz A B Média Contaminacao (mL) Resultados A B C D E F G
C‘(’;‘;/B""e 1000,1 Massa (g) | 0,5085 | 0,5046 | 0,5023 | 0,5100 | 0,5036 | 0,5030 | 0,5112
Vol. Méae 100 Resultado

0,0500 0,941 | 0,913 | 0,949 | 0,918 | 0,924 | 0,944 | 0,943
(mL) (mg/kg)
Sl 0,500 Resultado 1 ga | 991 | 0,096 | 0,980 | 0,993 | 0,994 | 0,978
(mg/L) teorico (mg/kg)
Volume
adicdo 1,00 %recuperacao
(mL) 953 | 91,8 | 950 | 933 | 927 | 946 | 96,1
| Fort('r':;‘;‘gao 0,0005000

Chumbo | Maizena | 0,00366 | 0,00304 | 0,00335 - 0
/Ly | 10003 Massa (g) | 0,5258 | 0,5015 | 0,5135 | 0,5199 | 0,5251 | 0,5015 | 0,5218
Vol. Méae LY Resultado

0,125 0,465 | 0,465 | 0,431 | 0,446 | 0,450 | 0,466 | 0,439

(mL) (mg/kg)
Cone. sol. 1,25 Resultado 1) /76 | 0499 | 0,487 | 0481 | 0476 | 0499 | 0479
(mg/L) tedrico (mg/kg)
Volume
adicao 0,200 %recuperacao
(mL) 97,1 | 92,6 | 87,8 | 920 | 938 | 928 | 90,9
Fortificacdo 0,000100
(mg)
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Sem contaminacao (mg/kg)

Com contaminagédo (mg/kg)

Metal

Matriz A B

Média

Chumbo

Maizena | 0,0037 | 0,0030

0,0034

Contaminacao

Volume

(mL)

Resultados A B C D E F G
Massa (g) | 0,5138 | 0,5048 | 0,5054 | 0,5434 | 0,5382 | 0,5079 | 0,5392
Resultado | 91 | 9091 | 0,200 | 0,092 | 0,001 | 0,097 | 0,097
(mg/kg)

Resultado 1 h97 | 5099 | 0,009 | 0,092 | 0,093 | 0,098 | 0,093

tedrico (mg/kg)

Yorecuperagao | gag | gag | 973 | 965 | 942 | 952 | 1006
Massa (g) | 0,5148 | 0,5338 | 0,4921 | 0,5338 | - ; ;
Resultado | 100 | 5006 | 0,000 | 0007 | - - ;
(mg/kg)

Resultado 1 y0c | 005 | 0,005 | 0005 | - ] ]

teorico (mg/kg)

%recuperacao

955 | 56,6* | 1078 | 83,9 ] - ;
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Sem contaminacdo (mg/kg)

Com contaminagdo (mg/kg)

Metal Matriz A B Média Contaminacao V(or:]qu? € Resultados A B C D E F G
C‘(’:f'/'i‘)ae 1000,1 Massa (g) | 0,5222 | 0,4780 | 0,4851 | 0,5037 | 0,5417 | 0,5276 | 0,4855
Vol gMé\e e Resultado
; 0,0750 1,330 | 1,415 | 1,397 | 1,361 | 1,402 | 1,237 | 1,384
(mL) (mg/kg)
Alimento Conc. sol. Resultado
para gato | 0,0734 | 0,0786 | 0,0760 (mg/L) il tedrico (mg/kg) 1,436 | 1569 | 1,546 | 1,489 | 1385 1,422 ) 1,545
Volume
adicdo 1,00 %recuperacao
(mL) 87,3 85,3 85,4 86,3 95,8 81,7 84,7
Fortificacdo 0.00100
Chumbo {mg)
Massa (g) 0,4933 | 0,4851 | 0,4877 | 0,4966 | 0,5135 | 0,5282 | 0,5445
Resultado | ) gce | 9 g5g | 1838 | 1,911 | 1,823 | 1,727 | 1,837
(mg/kg)
Resultado
Racdo 0,0566 | 0,0584 | 0,0575 tedrico (mg/kg) 2,027 | 2,062 | 2051 | 2,014 | 1,948 | 1893 | 1837
%recuperacao
88,7 87,3 86,8 92,0 90,7 88,2 96,9
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e Determinacdo da percentagem de recuperacédo média

A partir dos dados da tabela H.1. foi possivel determinar a taxa de recuperagdo média
para cada metal. Assume-se como exemplo os ensaios de recuperacdo realizados para 0
chumbo. O resumo dos resultados obtidos e a média dos mesmos encontra-se na tabela
H.2.

Tabela H.2 — Taxa de recuperacéo (%) do chumbo em varias matrizes e respetiva média.

Chumbo
GRUPO Matriz Recuperacéo (%)
Alimentos para animais Alimento para gato 86,6
Racéo 90,1
Cevada -

] ] Farinha de trigo -
Cerealis, leguminosas,

) ] Maizena 1 94,1
pseudocereais e derivados )
Maizena 2 92,4
Maizena 3 96,2
Maizena 4 95,1
Frutos, algas, produtos Cacau -
horticolas e derivados Pasta de tomate -
Média 92,4

e Determinacdo da recuperacédo média aparente

Na tabela H.3. estdo presentes os resultados de chumbo relativos aos ensaios
realizados sobre a matriz cacau, bem como a média dos mesmos e a gama de valores

aceitavel para essa mesma matriz.

Tabela H.3 — Resultados de chumbo (ug/kg) para a matriz cacau, a respetiva média e valores aceitaveis para a
mesma.

Resultados (ug/kg)

Elemento 1 2 3 4 5 6 7 Média Ava_llaggo dos
circuitos
Chumbo | 284 298 281 269 279 276 285 282 198 a 366
R a (%) = 282 =99909
ecuperacio aparente (%) =7198+366 > Yo
2
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|. Estimativa da incerteza do método

Os exemplos de calculo explicitos neste capitulo referem-se a estimativa da incerteza

associada ao chumbo para [Chumbo] > 0,40 mg/kg.
e Estimativa da incerteza associada a componente da precisao

A Uprecisioyrelativa fOI €stimada através do CVp determinado no estudo da precisdo

intermédia do método e, correspondeu a 2,3 %.

e Estimativa da incerteza associada a componente da justeza

Para se estimar a Ujustezajrelativa N0 Nivel de trabalho de [Chumbo] > 0,40 mg/kg,

determinou-se, em primeiro lugar, o bias relativo, sabendo que ap6s realizagdo do ensaio

de recuperacéo, a [Pb],ps foi de 1,39 mg/kg e a [Pb]ie, € de 1,51 mg/Kkg, isto é:

. ) [1,39 — 1,51|
bias relativo = {51 X 100 =8,34 %

Para determinar a uaqdyrelativa: CONSiderou-se a u,q4 que foi de 0,0080 mg/kg e a

[Pb].qq que equivaleu a 0,075 mg/kg, isto é:

0,0080
U(add)relativa = m x100=1,1%

Para determinar a wyorelativas CONSIdErou-se a uy,; que foi de 0,61 mL e 0 V44 que
equivaleu a 1000 mL isto é:

0,61
U(yol)relativa — m x100=0,10%

Para determinar a Urecuperacao,cyrelativor COMDINOU-S€ @ U(agd)relativa COM A

U(vol)relativa d2d0 que estas se apresentam nas mesmas unidades e teve-se que:

=411240,102=1,1%

u(recuperagéo,c)relativo

De seguida, calculou-se a wjustezayrelativa COMbinando o bias relativo com a

u(recuperagio,c)relativoa ISto e:

U justeza)relativa — 832+1,12=8,4%
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e Estimativa das incertezas combinada e expandida

Calculou-se a u(y) do nivel de trabalho alto, combinando a w(precisao)relativa COM @

u(justeza)relativa: isto €:

u(y) =+/232+842=8,7%

e,a U, ou seja:

U=87%x2=17%
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