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RESUMO

O mercurio (Hg) apresenta alta bioacumulacdo em peixes e frutos do mar. Como o peixe é um
dos ingredientes principais em alimentos comerciais para animais de estimacéo,
especificamente os gatos, o teor de Hg pode ser preocupante, apresentar risco toxicologico para
o animal e, portanto, deve ser investigado. Neste trabalho, determinou-se a concentragédo de
Mercurio Total (HgT) em amostras de alimentos enlatados com ingredientes a base de atum e
frutos do mar para gatos utilizando a Geracdo Fotoquimica de Vapor (PVG) acoplada a
espectrometria de absor¢do atdmica. Inicialmente, condigbes experimentais como a
configuracdo do reator fotoquimico e separador gas-liquido (GLS), tipo e concentracdo de
precursor organico para geracao de radicais e fotoreducdo do Hg, tempo de irradiacdo UV da
amostra e fluxo de gés carreador foram otimizadas para a determinacdo de HgT. Maior geracédo
de espécies volateis de Hg foi obtida por meio do reator de ldmpada UV de 19 W com percurso
analitico interno de quartzo e utilizando um GLS produzido em laboratério e constituido por
tubo de polipropileno. Uma maior eficiéncia na PVG foi alcancada com o uso de &cido férmico
a 10% v vt como precursor organico, 4 segundos de irradiagdo UV na amostra e fluxo de gas
carreador a 50 mL mint. A curva de calibragdo para o método apresentou coeficiente de
correlagdo maior que 0,99. A exatiddo foi confirmada utilizando materiais de referéncia
certificados (DOLT-3 e DORM-1), com taxas de recuperacdo de 93-110%. A precisdo
apresentou desvio-padrdo relativo menor do que 5%. Considerando as condi¢Ges otimizadas,
foi obtido um limite de deteccdo de 0,28 pg kg™. Aplicou-se 0 método para a determinagdo de
HgT em 10 amostras de alimentos para gatos adquiridas em comércio local. A concentracdo
nas amostras variou em uma faixa de 0,035 a 0,388 mg kg* de HgT, e a maior concentragao foi
determinada em alimentos com ingrediente somente a base de atum. Apenas uma amostra
apresentou concentracdo proxima ao limite estabelecido por agéncia reguladora. Por meio do
calculo da ingestdo diaria estimada (IDE), gatos consumiriam teoricamente 0,0021 a 0,0233 mg
de HgT por dia e por kg de peso do animal, considerando os alimentos analisados. Sendo assim,
nenhuma das amostras apresentou valor superior ao considerado toxico para os gatos. Portanto,
0 método utilizado mostrou-se eficiente, simples e de baixo custo para a determinacdo de HgT

em alimentos para gatos de estimacao.

Palavras-chave: Mercurio. Alimentos. Animais. Gatos de Estimacdo. Geracdo Fotoquimica de

Vapor.



ABSTRACT

The Mercury (Hg) has high bioaccumulation in fish and seafood. As fish is one of the main
ingredients in commercial pet foods, specifically cats, the Hg content can be worrisome, pose
a toxicological risk to the animal and should therefore be investigated. In this work, Total
Mercury (THg) concentration was determined in samples of canned food with ingredient based
on tuna and seafood for cats using Photochemical Vapor Generation (PVG) coupled with
atomic absorption spectrometry. Initially, experimental conditions such as photochemical
reactor and gas-liquid separator (GLS) configuration, organic precursor type and concentration
for radical generation and Hg photoreduction, UV irradiation time and carrier gas flow were
optimized for THg determination. Higher generation of volatile Hg species was obtained
through the 19W UV lamp reactor with internal quartz analytical path and using a laboratory
produced GLS made of polypropylene tube. Higher PV G efficiency was achieved by using 10%
v v formic acid as an organic precursor, 4 seconds of UV irradiation in the sample and carrier
gas flow at 50 mL mint. The calibration curve for the method presented a correlation coefficient
greater than 0.99. Accuracy was confirmed using certified reference materials (DOLT-3 and
DORM-1), with recovery rates of 93-110%. Precision had a relative standard deviation of less
than 5%. Considering the optimized conditions, a detection limit of 0.28 pg kg™* was obtained.
The method for determination of THg was applied to 10 samples of cat food purchased in local
market. Concentration in the samples ranged from 0.035 to 0.388 mg kg THg, where the
highest concentration was determined in foods with only tuna based ingredient. Only one
sample presented concentration close to the limit established by regulatory agency. By
calculating the estimated daily intake (EDI), cats would theoretically consume 0.0021 to 0.0233
mg HgT per day per kg body weight, considering the foods analyzed. Thus, none of the samples
presented higher value than considered toxic for cats. Therefore, the method used was efficient,
simple and low cost for the determination of THg in cat food.

Keywords: Mercury. Foods. Animals. Domestic Cats. Photochemical VVapor Generation.
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17

1 INTRODUCAO

Devido a bioacumulacdo de Hg em tecidos bioldgicos como os de peixes e frutos
do mar, este elemento pode gerar efeitos toxicoldgicos graves para os seres humanos. O efeito
da contaminag@o em alimentos para animais de estimacéo (pets), como os gatos, também é um
fator de preocupagdo, pois estes animais sdo extremamente sensiveis a baixas concentracdes de
elementos toxicos. O teor de Hg em alimentos vem sendo determinado por técnicas
convencionais de absorcdo atémica (VEREDA ALONSO et al., 2008). No entanto, poucos
estudos na literatura demostraram a preocupacdo em determinar niveis de Hg em produtos
alimenticios para animais de estimacdo (pet foods) e poucos utilizaram sistemas de introducgéo
de amostra baseados na geracdo de espécies volateis acoplada a absor¢do atdmica.

A demanda por determinacfes exatas e precisas de elementos em niveis traco em
alimentos torna imprescindivel o melhoramento da sensibilidade de técnicas analiticas
instrumentais. A forma como a amostra € introduzida e transportada para os sistemas de
atomizacdo governa o desempenho e, portanto, afeta consideravelmente a analise de elementos
quimicos. Os sistemas de introducdo de amostra sdo desenvolvidos na area da espectrometria
atbmica com o propdsito de aumentar a eficiéncia da taxa de introducao de espécies na zona de
atomizacdo. Devido ao uso de sistemas com baixa eficiéncia de transporte de amostra, como é
0 caso da nebulizacdo pneumatica convencional, que apresenta eficiéncia de introducdo de
apenas 2-5%, tém-se a necessidade do emprego de novas estratégias (NAKAHARA, 2005;
ROMANOVSKIY et al., 2018).

Uma das alternativas que pode ser utilizada para contornar o principal problema
presente na nebulizacdo convencional € a aplicacdo de sistemas de introducdo do analito em
sua forma gasosa, proporcionado por processos oriundos da Geracdo Quimica de Vapor (CVG)
(TAI; JIANG; SAHAYAM, 2016). CVG é uma importante técnica amplamente utilizada
devido a sua sensibilidade e seletividade aprimorada. Por meio desta, compostos iénicos ou
organometalicos podem ser convertidos em espécies volateis ou semivolateis por meio de
reacdes quimicas (GAO; RUI; LU, 2013). Uma das principais vantagens é a separacdo do
analito da matriz de origem que, consequentemente, reduz ou elimina possiveis interferéncias.
Destaca-se também a capacidade de introducao de volumes maiores de amostra pelo sistema de
geracdo de vapor, cuja eficiéncia de introducdo pode chegar a 100%.

Devido a facilidade de acoplamento, a CVG pode ser combinada com diferentes
técnicas espectrométricas, tais como a Espectrometria de Absorcdo Atémica - AAS (TAN et

al., 2019), Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente - ICP-OES
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(PEREIRA et al., 2014), Espectrometria de Massa com Plasma Acoplado Indutivamente - ICP-
MS (CHEN et al., 2015), Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica - AFS (ZENG et al., 2017)
ou Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Induzido por Micro-ondas - MIP-OES
(MATUSIEWICZ; SLACHCINSKI, 2007). Em vista disso, 0 acoplamento destas técnicas com
a CVG possibilita 0 aumento da sensibilidade.

Dentre as técnicas da CVG, a geracdo de Hidretos (HG) e o Vapor Frio (CV) sdo
consideradas as mais difundidas. Na CVG ocorre um processo de derivatizacdo quimica de
espécies do analito em solucdo aquosa. Para isto, € utilizado reagentes redutores em meio acido,
como por exemplo os sais de tetrahidroboratos (THB). Elementos popularmente conhecidos
como formadores de hidretos, tais como Se, As, Bi, Ge, Sb, Te, Sn, Ta e Pb sdo frequentemente
determinados através de HG (ZHAO et al., 2010). J& 0 Hg é determinado especificamente pela
geracdo de vapor frio através da reducdo da espécie idnica ao estado atdmico livre, Hg(0),
(RAMEZANI; BEHFAR; JAFARI, 2010).

Contudo, a CVG apresenta uma série de desvantagens, o que limita o uso da técnica
para a sua expansdo. Um problema periddico consiste na interferéncia devido a presenca de
metais de transi¢cdo no meio reacional, o que pode levar a diminuicéo na sensibilidade e preciséo
(L1 M. et al., 2018). Consequentemente, a limitagdo do nimero de elementos capazes de formar
compostos volateis constitui uma das principais desvantagens. O uso de reagentes instaveis e
de alto custo e a alta geracdo de residuos quimicos também representam uma limitacdo e ndo
sdo compativeis com os preceitos da Quimica Verde (NOBREGA et al., 2011). Deste modo,
com a finalidade de contornar os problemas presentes na CVG, desenvolveu-se ao longo da
década novos sistemas alternativos de introducao de amostra.

A Geracdo Fotoquimica de Vapor (PVG), por apresentar simplicidade, uso de
reagente de baixo custo e as mesmas vantagens que a CVG, tornou-se atrativa e promissora
para a comunidade cientifica como um sistema alternativo de introducdo de amostra e geracao
de espécies volateis. Neste sistema, as espécies volateis do analito sdo geradas através de
reacOes com espécies radicalares. Estes radicais, por sua vez, sdo provenientes de um composto
orgénico, o qual é exposto junto com o analito a um campo de radiagdo ultravioleta (UV)
proveniente de um reator fotoquimico (STURGEON, 2017). Além de ser aplicada para a
determinacédo de elementos formadores de hidretos, os metais de transicdo (Cu, Fe, Ni e Co),
ndo metais (Br, I e Cl) e metais nobres (Au, Ir, Pd, Pt e Rh) j& foram determinados utilizando
PVG (OLIVEIRA; BORGES, 2018; GUO et al., 2004; ZHANG et al., 2015). Ressalta-se
também que a PVG além de ser utilizada em técnicas de espectrometria atdmica, pode ser

combinada com técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de massas com a
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finalidade de identificar quais espécies foram geradas e para o desenvolvimento de rotas
mecanisticas de formacdo das espécies volateis.

O uso da técnica de geracao de espécies volateis também é amplamente utilizada
para quantificar Hg em diferentes tipos de amostra, como lodo oleoso (PEREIRA et al., 2019),
agua de producdo de petréleo (FRANCISCO BARBARA et al., 2016), vacina humana e
veterinaria (DOS SANTOS et al., 2010), cosméticos (GAO et al., 2014) e combustiveis
(ORESTE et al., 2017). Mesmo com a expansdo da PVG, nédo se tem publicacdo até o presente
momento do uso da técnica para a determinacdo de Hg em amostras de alimentos para animais.
Sendo assim, torna-se relevante o desenvolvimento da técnica hifenada a fim de obter uma
ferramenta de maior capacidade analitica em relacéo as técnicas convencionais para a analise
de Hg em alimentos para animais de estimacao, principalmente para os gatos, cuja grande parte

da alimentacdo é baseada em dietas com ingrediente principal a base de peixe.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar o teor de Hg Total (HgT) presente em alimentos para gatos de estimacao
através da introducdo de amostra por geracdo fotoquimica de vapor acoplada a espectrometria

de absorcéo atbmica com vapor frio (PVG-CVAAS).
2.2 Objetivos Especificos

e Montar um sistema instrumental de PVG e acoplar ao espectrdmetro de absorcao
atémica;

e Otimizar as condicdes experimentais da PVG, por meio de varidveis como a
concentracdo e tipo de precursor organico, tempo de irradiacdo da amostra, fluxo de gas
carreador e reatores fotoquimicos e separadores gas-liquido com configuragGes
diferentes;

e Averiguar a influéncia das variaveis na geracdo de espécies volateis de Hg por meio de
ferramentas quimiométricas de planejamento e otimizacdo de experimentos;

e Auvaliar a exatiddo do método utilizando materiais de referéncia certificados;

e Aplicar o método PVG-CVAAS para determinar o teor de HgT em alimentos imidos e
enlatados a base de atum e frutos do mar para gatos, bem como avaliar o teor do
elemento presente;

e Estimar a ingestdo diaria de HgT e o nivel de exposicao toxica presente nos alimentos

analisados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Mercurio: ocorréncia e toxicidade

O Hg é um elemento quimico classificado como potencialmente toxico para a saude
humana e animal, sendo assim, considerado elemento ndo-essencial. Na forma inorganica pode
ser encontrado em trés estados diferentes: o Hg elementar - Hg(0), sendo o Unico metal liquido
sob condigdes normais de temperatura e pressao, no qual se encontra principalmente na forma
de gas devido a alta pressdo de vapor, o ion mercuroso - Hg2%*, encontrado na forma de dimero
salino como Hg2Cl,, e o fon mercurico - Hg(ll), que estd geralmente associado a nitratos,
cloretos, sulfetos ou sulfatos. Na forma organica, o ion mercurico é ligado covalentemente a
um radical organico, sendo o metilmerctrio - CHsHg" e o dimetilmercdrio - (CHz)2Hg os mais
comuns (LI et al., 2008).

O Hg(0) pode causar uma variedade de efeitos adversos, como problemas
neuroldgicos, efeitos renais, cancer, efeitos no sistema respiratorio ou efeitos cardiovasculares
apos exposicdo ao vapor do elemento. O Hg organico € mais toxico do que as formas
inorganicas e o CHsHg" é a forma mais tdxica em comparagdo com outras espécies, devido
principalmente aos danos irreversiveis causados no sistema nervoso central (ZHENG et al.,
2005). O Hg organico é biomagnificado em toda a cadeia alimentar, tendo concentra¢fes mais
toxicas em peixes e em alguns mamiferos marinhos que sdo consumidos pelos seres humanos.
Isto se deve ao elevado carater lipofilico do Hg na forma organica, tornando a espécie
facilmente permeavel a membranas biol6gicas (MORAES et al., 2013). O CH3zHg" é facilmente
introduzido em tecidos de peixes e frutos do mar devido a sua rapida difusdo e o Hg(0) é
transportado na atmosfera, depositado na terra e na dgua e liberado novamente na atmosfera. O
Hg também é sollvel em corpos de dgua, onde as bactérias podem causar alteracfes quimicas
que transformam o Hg inorganico em organico. Os peixes absorvem o CHsHg" da agua quando
0 composto passa pelas branquias e quando o peixe se alimenta de organismos aquaticos
(OKYERE; VOEGBOLO; AGORKU, 2015).

Nos seres humanos em torno de 90 a 100% de CH3Hg" é absorvido através do trato
gastrointestinal, onde entra facilmente na corrente sanguinea e se distribui por todo o corpo
(COUNTER; BUCHANA, 2004). Além disso, 0 Hg em sua forma organica pode se ligar a
grupos sulfidrilas (—SH) existente nas proteinas dos seres vivos, formando assim, complexos
proteicos fortes e estaveis e de alta mobilidade em tecidos biologicos. O Hg proveniente de

fontes naturais e/ou antropogénicas, ao entrar nos ecossistemas aquaticos, participa de ciclos
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biogeoquimicos mediados por microrganismos (LI et al., 2008; MICARONI; BUENO;
JARDIM, 2000).

Devido ao processo de biomagnificacdo, peixes predadores que estdo situados no
topo da cadeia alimentar apresentam os maiores teores de Hg, como por exemplo o tubardo e o
peixe espada. J& peixes como o atum e o robalo possuem alta concentracdo de Hg, porém em
uma concentracdo inferior aos anteriores. J4 o salmdo por exemplo, possui uma baixa
concentracdo do elemento. Em um estudo realizado por Alva et al. (2019), foi determinado o
teor de HgT em mais de 50 amostras de atum em lata comercializadas no sudoeste do Brasil,
onde observou que a concentracdo média foi de 0,256 mg kg™ com o maior valor registrado de
1,060 mg kg™. Ja De Paiva, Morgano & Milani (2017) determinaram valores médios de 0,261
mg kg? para HgT e 0,258 mg kg para CHsHg* em 30 amostras também de atum enlatado,
indicando que o consumo de 4 latas por semana poderia ultrapassar a Ingestdo Semanal
Toleravel Proviséria (PTWI) de CHsHg" que € de 1,6 ug kg™ por peso corporal.

Com base nas diretrizes da Organizacdo das Nac¢des Unidas para a Alimentacéo e a
Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em relacdo a ingestdo de
elementos contaminantes em alimentos é estabelecido o teor maximo para a ingestdo de Hg
com base na PTWI e a ingestdo diaria aceitdvel. Segundo as normas destas organizacdes,
sugere-se a presenca de um teor maximo de 0,5 mg kg™ de HgT para frutos do mar e 1,0 mg
kg para os peixes predadores como o atum (ANADON et al., 2006).

Grandes incidentes podem contribuir para 0 aumento da concentracdo de Hg no
meio ambiente e consequentemente em peixes. A exposicdo ao Hg tem sido motivo de
preocupacdo desde o desastre de Minamata (Japédo), onde houve o descarte de toneladas de
efluentes contendo CH3Hg" por uma empresa de fertilizantes na Baia de Minamata, afetando
significadamente a cadeia alimentar da regido (MICARONI; BUENO; JARDIM, 2000). Com
a expressiva contaminacdo na Baia, registrou-se mais de 2000 casos de doencas causadas pelo
Hg devido ao consumo de peixe contaminado. Ressalta-se que o comportamento dos gatos da
regido de Minamata foi percebido como estranho, antes que os efeitos do envenenamento por
Hg em humanos que comiam alimentos da mesma fonte fossem percebidos, indicando graves
danos causados também em animais de estimagdo (LUIPPOLD; GUSTIN, 2016).

Outro caso mais recente de contaminagdo do meio ambiente causado por metais
pesados incluindo o Hg é o do rompimento, em 2019, da barragem da Mineradora da Vale
localizada em Minas Gerais. Uma alta concentracéo de metais pesados foi identificada no Rio

Paraopeba, onde parte dos rejeitos foi parar. Foram verificadas as maiores concentragdes de
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HgT no rio, sendo a concentragdo 21 vezes maior que o limite permitido pelas normas
ambientes.

A determinacdo da concentracdo de Hg em diferentes tecidos biologicos e alimentos
¢ um desafio na area da espectrometria atdmica devido as baixissimas concentracfes das
espécies deste elemento, que requer técnicas muito sensiveis. Devido a alta toxidade e a
capacidade de acumulagdo de Hg nos alimentos, torna-se necessario o desenvolvimento de
metodologias analiticas que visem a determinacdo de quantidades a nivel traco e ultratraco
(MORAES et al., 2013). O Hg pode ser determinado como HgT ou apenas na sua forma
inorgénica ou organica para fins de estudo de especiacdo quimica. A determinacdo de Hg em
diferentes espécies de peixe, frutos do mar e alimentos oriundos destes pode ser feita através de
medidas em absor¢do atdmica utilizando a técnica hifenada CVAAS ou por GFAAS e ICP-MS.

3.2 Alimentos para animais de estimagéao

Os animais de estimagdo ocupam um numero extenso e crescente nos domicilios
brasileiros. Quase todas as pessoas possuem um animal de estimacdo em sua residéncia e
consideram como parte de sua familia. Desta forma, a preocupacdo de donos de animais em
relacdo a alimentacdo é relevante, uma vez que se torna importante o conhecimento do tipo de
alimento que esta sendo oferecido ao animal.

Os alimentos comerciais para animais de estimacdo, especificamente cdes e gatos,
sdo uma maneira fécil e econbmica de atender as exigéncias nutricionais. Estes alimentos
fornecem mais de 90% das calorias consumidas pelos animais de estimacdo na América do
Norte, Japdo, Norte da Europa, Australia e Nova Zelandia (ZICKER, 2008). Contudo, devido
a grande variedade de alimentos comerciais disponiveis no mercado, incluindo produtos secos,
umidos, semi-Umidos, enlatados e petiscos/guloseimas que sdo baseados na raga, tamanho e no
estdgio da vida do animal, quantidades consideraveis de metais tdxicos e também de
micotoxinas podem ser encontrados (COSTA et al., 2013).

Segundo dados de 2018 (Figura 1) da Associacdo Brasileira da Industria de
Produtos para Animais de Estimacao (Abinpet), o territorio brasileiro possui 139,3 milhdes de
animais de estimacéo, sendo 17,2% gatos, 38,9% caes e o restante da populacdo é dividida em
aves canoras e ornamentais (28,6%), peixes ornamentais (13,7%) e outros animais como 0S
pequenos roedores (1,7%). Sendo assim, o Brasil é 0 4° maior pais em populagdo de animais de

estimacao.
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Figura 1 — Distribuicdo de animais de estimacgéo no Brasil.
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Fonte: Abinpet, 2018.

crescendo e, em 2018, o Brasil tornou-se o 2° maior em faturamento mundial no ramo do pet
food, onde o setor movimentou mais de R$ 20 bilhdes. O 6rgdo responsavel no Brasil pela
regulamentacdo de alimentos para animais é o ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) e a Lei 6.198, de 26 de dezembro de 1974 estabelece normas para
fiscalizacdo, comércio e uso de produtos alimenticios para os animais. As diretrizes adotadas
sdo estabelecidas pela The Association of American Feed Control Officiais (AAFCO) e pela
Food and Drug Adminstration (FDA) dos EUA. Desta forma, os ingredientes presentes nos
alimentos séo definidos e permitidos por estas agéncias.

As proteinas, gordura, carboidratos, vitaminas e minerais S0 necessarios para um
funcionamento correto do organismo. Metais como Fe, Cu e Mn sdo conhecidos por serem
elementos trago essenciais para 0s animais de estimacéo, pois atuam na transmissdo do impulso
nervoso e contracdo muscular. Muitos elementos essenciais que estdo presentes apenas em
guantidades minimas no corpo atuam como auxiliares em uma ampla variedade de reacdes
enzimaticas. Animais de estimagdo podem obter muito ou pouco de um elemento especifico em
suas dietas. Devido a isto, € importante definir o teor de elementos presentes nos alimentos
(DURAN; TUZEN; SOYLAK 2010; ZICKER, 2008). A instrucdo normativa da MAPA, no
entanto, estabelece apenas que concentracdes minimas e maximas de elementos como Ca e P
devem ser apresentadas nos rotulos dos produtos, sendo o teor de elementos toxicos presentes
nos alimentos um fator de preocupacéo.

Os alimentos podem ser uma fonte de ingestdo de Hg, principalmente em areas onde

0S peixes sdo 0s principais componentes da composicdo alimentar como nas populagoes



25

ribeirinhas. Os peixes acumulam concentra¢cdes consideraveis de Hg no tecido bioldgico e,
portanto, podem representar uma potencial fonte do metal (BISCHOFF; RUMBEIHA, 2018;
VEREDA ALONSO et al., 2008). Ha recomendac6es definidas para limitar o consumo de peixe
por seres humanos, a fim de proteger a saide humana contra os efeitos de metais toxicos. No
entanto, ndo ha recomendacges para limitar a quantidade de Hg em produtos alimenticios que
incluem ingredientes com produto e subproduto de origem animal como carne bovina, aves e
principalmente peixes e frutos do mar para os animais de estimacdo (LUIPPOLD; GUSTIN,
2016).

Enguanto a maioria das pessoas consomem uma dieta de varias fontes, para 0s
animais de estimacdo, uma Unica lata com alimento de uma Gnica marca ou lote seré a principal
ou unica fonte de nutricdo até que o alimento tenha sido completamente consumido. A dieta
uniforme da maioria dos cées e gatos, embora preferida por razGes nutricionais, aumenta o risco
de efeitos adversos se um contaminante estiver presente. Dentre os animais de estimac&o, 0s
gatos sdo considerados uma das espécies mais suscetiveis a intoxicacdo por Hg pois o
ingrediente majoritario presente nos alimentos para estes animais é oriundo de peixes
(BISCHOFF; RUMBEIHA, 2018).

Como relatado, o mercado do pet food mesmo possuindo leis de regulamentacéo,
ainda possui baixa atencdo em relagcdo a contaminacdo por metais potencialmente toxicos.
Sabendo disto, a aplicacdo de metodologias analiticas para a determinacdo de elementos como
0 Hg sdo indispensaveis, uma vez que quantidades traco podem causar efeitos toxicolégicos
gravissimos e irreversiveis para 0s animais.

E importante frisar que nos tltimos anos se tem um ndmero extremamente escasso
de publicacdes na literatura em relagéo a determinacdo e ao monitoramento de elementos traco
essenciais e ndo essenciais presentes em alimentos para animais de estimacdo. Com base em
um levantamento bibliografico e utilizando a plataforma académica Scopus e as palavras-chave
“pet food”, “trace elements” e “determination” constatou-se que nos ultimos nove anos, foram
publicados um total de 10 artigos com determinacéo de elementos como Al, Cr, Mn, Pb, Se,
Be, Ni e Fe (Figura 2).
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Figura 2 — NUmero de publicacdes relativas a determinacéo de elementos traco em alimentos para animais.
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Ja em um segundo levantamento bibliografico (Figura 3) utilizando as palavras-
chave “pet food”, “mercury” e “determination”, constatou-se que, dentro dos artigos publicados
nos Gltimos 9 anos, apenas 4 aplicaram metodologias para a determinagdo do teor de Hg. Desta
forma, comprova-se a baixa atencdo para o desenvolvimento e aplicacdo de metodologias
analiticas baseadas na espectrometria atbmica a fim de avaliar a composi¢do inorganica
presente em alimentos voltados principalmente para cdes e gatos, bem como a avaliacdo da

exposicao toxica a elementos ndo-essenciais como o Hg.

Figura 3 — Numero de publicaces relativas a determinacéo de Hg em alimentos para animais.
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3.3 Sistemas de introducao de amostra

Os sistemas de introducdo de amostra merecem significativa atencdo no
desenvolvimento da espectrometria de absorcéo atdmica por serem fontes de erros sistematicos
e, pela analise de traco, depender crucialmente da eficiéncia destes sistemas. Tais sistemas sao
responsaveis por transportar a amostra no canal central do instrumento até a zona de atomizagéo
(WANG, 2004). Normalmente, as amostras sdo introduzidas na forma de aerossol de goticulas
finas, onde sdo transportadas por um fluxo carreador de gas pelo processo de nebulizacéo
pneumatica. Contudo, os sistemas convencionais apresentam eficiéncia de introducdo da
amostra menor do que 10%. Sistemas alternativos de introdugdo de amostra foram
desenvolvidos para melhorar a performance analitica, podendo ser acoplados facilmente aos
equipamentos. Os dispositivos de vaporizacdo eletrotérmica (ETV) (HASSLER et al., 2011), a
geracdo de vapor (D’ULIVO et al., 2011) e a ablacdo a Laser (LOBO; PEREIRO;
FERNANDEZ, 2018), sdo exemplos dos sistemas alternativos que foram desenvolvidos ao
longo dos anos. Sistemas de introducdo de amostra baseados na geracdo de vapor séo
amplamente acoplados a AAS.

A AAS também é corriqueiramente empregada para anélise de elementos traco em
razdo de sua simplicidade, efetividade e por apresentar um custo relativamente baixo. A AAS
fundamenta-se pela absorcédo de radiacdo pelos elementos. Quando um vapor atdmico contendo
atomos livres de um elemento no estado fundamental € submetido a uma fonte de luz, a radiacéo
absorvida por estes 4tomos, excita os elétrons do estado fundamental para um nivel de energia
mais alto. O grau de absorc¢éo da radiacdo torna-se uma medida quantitativa para a concentracao
dos atomos do estado fundamental no vapor atémico (VANDECASTEELE; BLOCK, 1993;
SKOOG; CROUCH; HOLLER, 2009).

A espectrometria de absor¢cdo atbmica com chama (FAAS) e a com atomizagéo
eletrotérmica (ETAAS), estdo entre as técnicas que fazem parte do escopo da AAS. O processo
de dessolvatacdo até a atomizacdo ocorre por meio do aquecimento em chama que alcanga
temperaturas em torno de 3.000 °C ou por meio do uso de atomizadores eletrotérmicos como o
forno de grafite (GFAAS). Em GFAAS é aplicado um programa de aquecimento que possibilita
um controle maior em relacdo aos interferentes da matriz, devido a inclusédo de uma etapa de
pirdlise, além de permitir analise direta de amostras solidas, microvolume de solugdo e maior
permanéncia da nuvem atbmica no caminho 6tico, o que confere maior sensibilidade. Outra
técnica frequentemente presente na AAS € a de CVG, na qual fornece um grande aumento de
sensibilidade (WELZ; SPERLING, 1999).
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3.3.1 Geragéo Quimica de Vapor

Tendo em vista as desvantagens em relacdo as técnicas convencionais de
nebulizacdo, alternativamente, o analito presente na amostra é capaz de ser introduzido em sua
forma volatil. A conversdo a espécie volatil pode ser efetuada pela CVG, onde os analitos séo
derivatizados em atomos ou moléculas em estado gasoso por meio de uma reagdao quimica e
com posterior introducao no atomizador ou célula de absorcdo. A CVG é amplamente acoplada
com técnicas de absorcao atomica (D’ULIVO et al., 2003).

Dentre as vantagens tém-se a separacdo do analito da matriz, proporcionando a
reducdo de espécies potencialmente interferentes, alta eficiéncia de introducdo de amostra do
vapor do analito, aumento da sensibilidade e seletividade, facilidade de pré-concentracéo in situ
do vapor, receptiva automacao, além da possibilidade de estudos de especiacdo quimica. A
facilidade de acoplamento permite a combinacdo da CVG com diferentes técnicas de absor¢édo
e emissdo atbmica (PEREIRA et al., 2014; ZURYNKOVA; DEDINA; KRATZER, 2018). Pela
CVG é possivel converter alguns elementos em compostos volateis através de rea¢do quimica
em meio acidificado. Uma das técnicas mais importantes utilizadas na CVG baseia-se na
conversdo das espécies em hidretos volateis através da reacdo do analito com um agente redutor,
sendo NaBHs 0 mais utilizado, sistema este mais conhecido como HG. Substancias como
KBHoa, LiBHa, cianotrihidroborato(l11) e complexos de boranas como aminoboranas também ja
foram empregados na literatura como agentes redutores (D’ULIVO et al., 2003; YIN; LIU;
JIANG, 2011).

O uso da HG iniciou pela aplicagdo de metais em p6 (Zn, Al ou Mg) em meio acido
pelo método de Gutzeit para a determinacdo de As através da reducdo a arsina (AsHs). No
entanto, estes reagentes limitaram a aplicabilidade, ficando restrita apenas a formacéao de AsHs,
SbHz e H>Se. Porém, a utilizacdo de solugdes redutores de NaBH4 estabilizadas em meio
alcalino mostraram-se mais adequadas para a formacdo de hidretos volateis. Assim, a
determinacdo de uma maior gama de elementos formadores de hidretos foi possivel, como
H.Te, PbH4, BiHs e GeHs (STURGEON; MESTER, 2002). Hoje, com o avango da
espectrometria atdbmica, torna-se possivel a geracao de espécies volateis de um pequeno grupo
de metais de transic¢do (Zn, Ni, Fe, Rh, Au, Cu e Co) por meio de reacdo com NaBH4 (FENG et
al., 2005).

Com base na literatura, duas hipéteses mecanisticas foram desenvolvidas a fim de
explicar a formacdo de hidretos volateis. A primeira hipotese baseia-se na formacdo de

hidrogénio atbmico através da hidrélise &cida do agente redutor. Neste mecanismo, o ion BH4
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reage com H* gerando &cido bérico e o hidrogénio atdmico. Em seguida, o hidrogénio atbmico
é responsavel por reagir com o ion do analito presente na amostra, gerando o hidreto volatil
(XHn). O hidrogénio atbmico em excesso que ndo reagiu forma Hz. Tanto o processo de
formacgdo do hidrogénio atbmico quanto a reacdo com o analito sdo representados pelas
Equacdes 1 e 2 respectivamente (D’ULIVO et al., 2011):

[BHa] @aq) + H (ag) + 3H20q) —— H3BO3(aq) + 8H" (ag) (1)
(M + NH’ @) + X™ (@) ——  XHn(g) + MH"(ag) 2

Uma segunda hip6tese mecanistica foi descrita por autores que discordavam da
formacédo do hidreto volatil a partir da reducdo de H* a hidrogénio atdmico. Por meio desta, é
mais favoravel que ocorra a transferéncia de atomos de hidrogénio diretamente ligado ao boro
para o analito, precedida pela formacdo de complexos intermediarios de analito-borano. De
acordo com esta hipdtese, a geracdo do hidreto volatil é representada pelas Equacbes 3 e 4
(D’ULIVO et al., 2011; D’ULIVO et al., 2010):

NaBHaqq) + H3O"aq) + 2H20q) —— Intermediario —— H3BOsaq + Hag  (3)
NaBH. / Intermediario + X™ —— XHy() (4)

De acordo com o relatado por Ramesh Kumar & Riyazuddin (2005), foi possivel
evidenciar experimentalmente com o uso de reagentes deuterados que a formacédo do hidreto
volatil ocorre por meio da transferéncia do hidrogénio diretamente ligado ao boro, com
formagdo de produtos intermediérios, refutando a hipGtese mecanistica de que o hidreto era
gerado pela formagé&o previa do hidrogénio nascente.

Para a aplicacdo da geracdo de vapor existem trés possiveis sistemas que podem ser
utilizados para a formagéo de espécies volateis: os sistemas em batelada, sistemas em fluxo
continuo e os sistemas de injecdo em fluxo. A Tabela 1 apresenta as caracteristicas pertinentes

a cada um dos sistemas.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos sistemas de geracdo de vapor.
Sistema Caracteristicas

- Introdug@o manual de volume de amostra (1-50 mL);

- O agente redutor € introduzido por meio de uma bomba
peristaltica ou com inje¢do manual;

- A espécie gasosa € transportada para o sistema de atomizagao
ou célula de absor¢do por um gés carreador inerte;

- Baixa possibilidade de automac&o e frequéncia analitica.

- A amostra e 0 agente redutor sdo transportados continuamente
em tubos a um ponto de mistura por bombas peristalticas;
Fluxo Continuo (CF) - Ap0s o transporte para a zona de reacéo, a separacéo das fases
ocorre por meio de um separador gas-liquido (GLS);

- O sinal analitico é proporcional a concentracdo do analito;

- Solucg&o carreadora é bombeada continuamente e um pequeno
volume de amostra é injetado por valvulas solenoides;

- Sinal depende da dispersdo da amostra na solucdo carreadora;
- Possibilidade de automacéo e maior frequéncia analitica;

- Sinal transiente gerado no detector, cuja altura do pico é

proporcional a concentracdo do analito.
Fonte: WELZ; SPERLING, 1999.

Sistema em Batelada

Injecdo em Fluxo (IF)

Nos sistemas em fluxo as espécies volateis podem ser transportadas para o
atomizador na forma direta de acordo com a Figura 4 ou o vapor gerado pode ser antes coletado

em dispositivos de aprisionamento/coleta e pré-concentracao.

Figura 4 — Sistema de injecdo em fluxo para geracéo de hidretos com transporte direto.

Amostra
© A
Valvula de
injecao
HCl1 i Bobina d
obina de
—© Reacao GLS Atomizacao

Redutor J @
@ 4 Gis

Bombas Descarte Descarte
Peristalticas

Fonte: PARODI et al., 2015
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Os sistemas em fluxo continuo e injecdo em fluxo sdo os mais empregados na
literatura. Tan et al. (2019) propuseram um meétodo com sistema de fluxo continuo para a
determinacédo de Te(IV) em amostras de dguas por meio de CF-HG-AAS e pré-concentracdo
em microcoluna de silica dopada com nano-TiO2. As espécies de HoTe foram geradas apos
otimizagéo do sistema com uso de HCI 30% v v, NaBH4 a 1,5% m v, fluxo de reagente a 12
mL min-e de gas a 200 mL min. O LOD obtido foi 850 vezes menor quando comparado com
a determinacao por nebulizacdo em FAAS. Ja Chen et al. (2015) utilizaram um sistema IF-HG-
ICP-MS para determinar As, Sb e Bi em cosméticos. A condi¢do otimizada resultou em NaBH4
5,0% m v!, solucdo carreadora com HCI 1,2% v v, fluxo de reagentes a 0,95 mL min L, injecéo
de volume de amostra de 100 uL e 20 cm da bobina de reagdo. A técnica foi comparada com a
analise de materiais de referéncia por ETV-ICP-MS com tubo de grafite modificado. Com IF-
HG-ICP-MS, os resultados foram concordantes com o teor de As, Sb e Bi nos materiais de
referéncia, bem como com os resultados por ETV, diferindo por exemplo em apenas 1% no
valor de concentracdo de Bi entre ambas as técnicas.

Outra técnica presente na CVG, utilizada para a determinacéo especifica de Cd e de
Hg, é a de Vapor Frio (CV). O NaBH4 é normalmente aplicado como agente redutor para a
determinacéo de Cd, enquanto o NaBH4ou SnCl; sdo usados para a determinagdo de Hg (GAN;
SHI; SU, 2004). O NaBHs4 é um agente redutor mais forte comparado ao SnCl,, tendo a
capacidade de reduzir tanto Hg(ll) quanto a espécie organica. Na técnica de CV acoplado a
AAS, o Hg volatil formado em um sistema fechado € carreado para uma célula de absorcéo de
quartzo posicionada no caminho 6tico do equipamento, onde é gerado uma nuvem atémica
densa. A equacdo de reducdo do Hg(ll) por SnCl. é representada pela Equacédo 5, enquanto a
reducdo do Hg(ll) por NaBH4 é representada pela Equacdo 6. Com ponto de ebulicdo
relativamente baixo e alta volatilidade, torna-se possivel realizar medidas analiticas de Hg sem

adicdo de energia térmica proveniente de chama ou aquecimento eletrotérmico.
SNCloaq) + Hg(l) —— Hg(0) + SnClagaq) (5)
NHY() @) + Heag)excessy —— NHY(0)g) + 2nH(ag) + Ha(g)excesso) (6)

Como a técnica de CV é bastante aplicavel para determinacdo de Hg em tecidos
biologicos por absor¢do atémica, Vereda Alonso et al. (2008) realizaram um estudo de
determinacdo de Hg por CV em frutos do mar com pré-concentracdo em coluna com resina
quelante. Foi possivel obter LOD de 0,01 ug L™ para CVAAS e 0,006 ug L para CV-GFAAS,
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valores adequados para as amostras analisadas, e recuperacdo em tecido de mexilhdo e améijoa
de mais de 96% e 98% para Hg(Il) e CH3Hg", respectivamente.

Contudo, a CVG mesmo proporcionando beneficios através de técnicas como a de
CV em relacdo a nebulizacdo convencional, apresenta uma série de limitacGes. Destaca-se a
alta instabilidade quimica dos agentes redutores em solugdo aquosa, sendo uma fonte de
contaminacgdo para a analise, séria interferéncia causada por metais de transicao, aplicabilidade
comprometida para elementos quimicos que ndo fazem parte do grupo dos formadores de
hidretos devido a baixa compatibilidade a reacdo, alta quantidade de hidrogénio gasoso
permanecente no processo que é capaz de instabilizar ou extinguir o plasma de um ICP-OES
ou ICP-MS e a alta quantidade de residuos tdxicos gerados pela degradacdo dos agentes
redutores e da alta concentracdo de HCI (GUO et al., 2004; GAO et al., 2015a). As limitacbes
presentes na CVG impulsionaram o desenvolvimento de novos sistemas de geracao de espécies
volateis para a introducdo de amostra, tais como a Geracdo Termoquimica de Vapor
(STURGEON; LUONG, 2013), Geracdo Eletroquimica de Vapor (JIANG et al., 2010),
Geracao Sonoquimica de Vapor (RIBEIRO et al., 2007) e a Geragdo Fotoquimica de Vapor
(STURGEON, 2017).

3.3.2 Geracdo Fotoquimica de Vapor

O estudo da Fotoguimica engloba reacdes que ocorrem sob a influéncia da luz
visivel ou da radiacdo ultravioleta (UV). A primeira lei desta, conhecida como a lei de
Grotthuss-Draper, afirma que a luz deve ser absorvida por um determinado composto para que
ocorra a reacao fotoquimica. A radiacao do tipo UV compreende comprimentos de onda entre
100 e 400 nm e pode ser classificada como UV-A (400-315 nm), UV-B (315-280 nm), UV-C
(280-100 nm) e UV em véacuo (< 200 nm). Na regido espectral do UV-C, fotons energéticos
estdo disponiveis para a clivagem homolitica de ligacdes C—C e de muitas outras (STURGEON,
2017). As fontes de radiacdo UV também sdo extensivamente utilizadas como ferramentas
poderosas para a geracao seletiva de intermediarios reativos (espécies radicalares) por meio de
acidos, alcoois e aldeidos de baixo peso molecular, fornecendo acesso a vias de reacdo de alta
energia (LOENORI; STURGEON, 2018).

Sendo uma técnica ainda emergente na area da quimica analitica, a Geragéo
Fotoquimica de Vapor (PVG), desenvolvida a partir do século XXI, é caracterizada por ser uma
técnica que visa a conversdo de analitos em espécies volateis por meio do uso de um reator

fotoquimico com fonte de radiacdo UV-C e um composto organico que € adicionado a solugéo
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amostra, sendo mais utilizado um &cido carboxilico de baixo peso molecular (LMWCA)
(SOUKAL; STURGEON; MUSIL, 2018). A PVG contém as principais vantagens que a CVG,
o0 que inclui a versatilidade de hifenacdo e automacdo com técnicas espectrométricas. Além
disso, a PVG segue os preceitos da Quimica Verde por ndo utilizar agentes redutores caros e de
alta instabilidade, onde devem ser preparados diariamente (LOPES et al., 2017; GAO et al.,
2011). Na PVG utiliza-se reagentes simples e baratos como &cidos, &lcoois ou aldeidos de baixo
peso molecular, o que fornece um melhor custo-beneficio. Ocorre diminuicdo de residuos
quimicos pois os reagentes utilizados sdo parcialmente degradados pela radiacdo UV. A técnica
proporciona a facilidade de analise direta de especiacdo quimica sem separacdo cromatogréafica.
Também € menos sujeita a interferéncia de metais de transicdo como Fe(l1l), Ni(Il) e Co(ll),
que se reduzem ao estado metéalico e formas coloidais proferindo significativa interferéncia na
técnica de HG (YIN; LIU; JIANG, 2011; ZHENG; STURGEON; HOU, 2009).

Os principais componentes de um sistema instrumental da PVG estéo representados
esquematicamente na Figura 5. O sistema é composto por uma bomba peristaltica para o
transporte da amostra e descarte de residuo, um reator fotoquimico constituido por uma lampada
de fonte UV-C de Hg de baixa presséo, um sistema tubular para percurso analitico da amostra,
0 separador de fases — Separador Géas-Liquido (GLS), canal de gas para arraste de espécies

volateis e acoplamento com uma técnica espectrométrica de deteccéo.

Figura 5 — Representagdo esquemaética do sistema instrumental de PVG.

Gis de Arraste === — |

| ICP-OES |
. ICP-MS |
| MIP-OES |
. GFAAS |
. QTAAS |
. AFS |

....................

Analito +

Descarte -

Bomba Peristaltica

Fonte: JIA et al., 2015.

A exposicdo de cidos carboxilicos a radiagdo UV produz uma série de radicais
como H, "CO, ‘CHgs, "CO2 e "COO dependo da estrutura quimica do &cido. Estes radicais

possuem a capacidade de converter ions metalicos em espécies elementares como Hg(0),
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produtos hidrogenados, alquilados, carbonilados, bem como dar origem a espécies de vapor de
halogenetos (CH3X) (LOENORI; STURGEON, 2018). Elucidar o mecanismo da geracdo de
espeécies volateis é muito Util para prever as condi¢cdes e 0 desempenho analitico da PVG. Ja a
identificacdo das espécies e as vias de reacdo é importante para deixar claro o mecanismo
complicado da reacdo fotoquimica (YIN; LIU; JIANG, 2011). Mesmo que um grande esforco
seja feito para identificar os produtos gerados, ainda ndo ha um mecanismo radicalar exato que
origina as espécies volateis. Porém, proposicdes mecanisticas estdo sendo realizadas
constantemente na area com o proposito de minimizar esta limitacao.

Guo et al. (2003) propuseram um mecanismo para a geracdo de radicais livres
através da decomposicéo fotolitica anaerdbica de um LMWCA. As Equacdes 7 e 8 descrevem
as reacOes para a geracdo de espécies radicalares através da radiacdo UV, onde R = ChHon+ 1€
n=0,1,2:

h

R-COOH — R’ +'COOH —— RH + CO, @)
h

RCO-OH —— RCO" +'OH — CO + ROH (8)

A reacdo 7 ocorre com maior frequéncia do que a 8 e, especificamente com écido
férmico, a reacdo 7 ocorre seis vezes com maior frequéncia. Neste mesmo estudo foi utilizado
um reator fotoquimica a base de lampada UV de 15 W e tubos de poli(tetrafluoetileno) (PTFE)
para transporte da amostra contendo Se(IV) em sistema de CF. Os radicais formados podem

reduzir o Se(lV) gerando espécies volateis do analito de acordo com as Equaces 9 e 10:

h

Se(IV) + 2RCOOH ——— R;Se + CO; + Hz 9)
h

Se(IV) + RCOOH ——— SeCO + ROH (10)

Por meio da analise de GC-MS de produtos finais, foi possivel identificar as
espécies volateis de SeCO e SeH2, (CHs)2Se e (CH3CH2),Se apds reducéo do Se(IV) com &cido
formico, acido acético e acido propanoico respectivamente (GARDNER, GUO, STURGEON,
2003). Com base em Sturgeon (2017), elementos como As(l1l), As(V), Br(-1), 1(-1), Ni(ll),
Fe(I), Fe(ll) e Co(ll) tiveram seus produtos oriundos da PVG identificados. Por analise de
GC-MS, os produtos volateis dominantes da PVG de elementos como Co(ll), Ni(ll) e Br(-I)

sdo descritas na Tabela 2:



Tabela 2 — Diferentes espécies volateis geradas por PVG e identificadas por GC-MS.
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Tipo de acido orgéanico de baixo peso molecular

Analito Formico Acético Propanoico
Hg(l1) Hg(0) Hg(0) Hg(0)
CHsHgCl Hg(0) Hg(0) Hg(0)
Se(1V) SeH> Se(CHzs): Se(CaHs)2
As(111/V) AsHs3 As(CHa)s As(C2H5)3
Ni(ll) Ni(CO)4 Ni(CO)4 -
Fe(11/111) Fe(CO)s Fe(CO)s -
Co(ll) Co(CO)4H - -
I(-1) HI CHel CoHsl
Br(-I) HBr CHsBr C2HsBr
CI(-I) HCI CHsCl -

Fonte: STURGEON, 2017.

Até o momento nenhuma identificacdo especifica de espécies volateis de Sn, Sb,
Pb ou Os foi relatada mesmo sendo detectadas por técnicas espectrométricas. Pode-se especular
que as espécies destes elementos sdo: SnHz, Sn(CHs)2 e Sn(CzHs)2; SbHs, Sb(CHs)s e
Sb(C2Hs)3; PbHa, Pb(CHa)s e Pb(C2Hs)s € OsO4. Além do Se, estudos tém sido realizados em
relacdo as reacdes que regem a PVG do Hg. Sendo este elemento um dos primeiros a serem
aplicados na PVG, possui uma gama de aplicacBes com o uso da técnica de geracdo de vapor
com base na literatura. Zheng et al. (2005) propuseram, por meio das Equacfes 11 e 12, a
conversao de espécies de Hg(Il) e CHsHg" para Vapor Frio de Hg(0) em meio a acido férmico.

Tanto a espécie inorganica quanto a organica podem ser reduzidas pela radiagdo UV.
hy
Hg(Il) + HCOOH —— Hg(0) + CO2 + H> (11)

hv
CHsHg* + HCOOH —— Hg(0) + CO; + H, (12)



36

3.3.3 Aplicacoes analiticas da Geragdo Fotoquimica de Vapor

Devido a instrumentacdo simples, a PVG pode ser acoplada facilmente a técnicas
de emissdo ou absorcdo atdbmica. Contudo, o desempenho destas técnicas com a PVG e a
eficiéncia de derivatizacdo dos analitos em espécies volateis, dependem crucialmente da
instrumentacdo utilizada. A transmissao da radiagcdo UV e a separacgéo de fases dos produtos de
PVG estdo sujeitas as configuracdes dos reatores fotoquimicos e GLS, respectivamente. A taxa
de fluxo da amostra, utilizada para variar o tempo de residéncia de exposicao da amostra a fonte
de radiacdo UV e a vazdo de géas carreador também fazem parte do grupo das variaveis que
mais influenciam na aplicabilidade da PVG para analise de amostras ambientais, bioldgicas ou
clinicas.

Jesus, Grinberg & Sturgeon (2016) investigaram a configuracdo de 3 reatores
fotoquimicos para a determinacdo de espécies volateis de Co(ll) em tecido biolégico de frutos
do mar por PVG-ICP-OES. A alta eficiéncia foi alcangada por meio do uso de uma lampada de
19 W com fluxo interno e percurso analitico a base de quartzo. Utilizou-se também uma
lampada germicida de 15 W e uma pequena lampada (pen lamp) de 3 W, ambas com percurso
analitico em espiral a base de PTFE ao redor das lampadas. O quartzo proporcionou uma maior
absorcdo da radiacdo UV por parte da amostra gerando assim, maior quantidade de espécies
volateis. Com uso de 50% v v! de &cido formico, tempo de irradiacéo de 13 s e fluxo de gés
carreador no GLS de 160 mL min, foi possivel obter LOD de 0,4 ug L.

A tabela 3 apresenta varias aplicagdes da PVG durante os ultimos anos, onde é
exibido os elementos que foram determinados, o tipo de amostra analisada, a técnica de

deteccdo empregada e alguns comentarios pertinentes a literatura.



Tabela 3 — Aplicacdes da PVG acoplada a diferentes técnicas espectrométricas de detec¢éo.
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Elemento(s) Amostra(s) Técnica Comentario Referéncia
o Adicdo de Fe(l1l) melhorou a eficiéncia ~ SOUKAL; STURGEON,;
Mo Suplemento dietético ICP-MS
da PVG MUSIL, 2018
Au, Ir, Pd, Pte i Adicéo de Cu(ll) melhorou a eficiéncia
Agua do mar ICP-MS OLIVEIRA; BORGES, 2018
Rh daPVG paraRhe lr
i ) Pré-concentracao in situ com nanotubos
Hg Agua de rio e lago GFAAS _ ) HE et al., 2015
de Au depositados no tubo de grafite
) ) ) Eficiéncia de introdugdo da amostra de QUADROS; BORGES,
Co, NieTe Bebidas alcoodlicas ICP-MS )
70% com PVG e 2% com nebulizacdo 2014
o Uso de nano-TiO, como fotocatalisador NOVAKOVA; CERVENY;
Se Suplemento dietético QTAAS
para reducdo de Se(IV) e Se(VI) a Se(0) HRANICEK, 2017
Adicéo de Cu(ll) melhorou a eficiéncia
Cl Folhas de pomar ICP-MS HU et al., 2018
da PVG
) Agua natural e nanotubos de Sensibilidade 83 vezes maior em
Ni MIP-OES LI M. etal., 2018

carbono

comparagdo com a nebulizagéo
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Tabela 3 — Aplicacfes da PVG acoplada a diferentes técnicas espectrométricas de deteccdo (Continuacdo).

Elemento(s) Amostra(s) Técnica Comentario Referéncia
i 5 ] Uso de dois GLS e lampada de 17W  FRANCISCO BARBARA et
Hg Agua de producdo de petroleo ICP-OES o
como reator fotoquimico al., 2016
As, Bi, Hg, Sb,  Agua de lago, 4gua potéavel e ICP_MS Lampada UV-C alocada dentro de um ROMANOVSKIY et al.,
SeeTe musculo de peixe cilindro oco de PTFE 2018
As, Sb, Bi, Se, i _ . . . .
) Proteina e tecido hepatico de Uso de reator fotoquimico de filme fino
Te, Hg, Ni, Co, _ ICP-OES A ) ZHENG et al., 2010a
oo peixe com lampada UV em formato espiral
ee
) o Sistema em dual mode CVG/PVG para a
CoeNi Plantas medicinais ICP-OES ) SHEN et al., 2015
determinacdo de Cd, As e Ge por HG
i Pré-reducdo de Se através de um espiral
Se Agua de coco GFAAS ) ) PONTES et al., 2019
de quartzo revestido com nano-TiO-
Farinha de arroz, carvao Aumento na sensibilidade de 21 vezes
Br ) ICP-MS STURGEON, 2015
betuminoso e agua subterranea para Br na presenca de NH4CI
Pré-concentracdo in situ do Hg utilizando
Hg Cabelo humano AFS o GAO etal., 2011
dietilditiocarbamato
Ni Solo QTAAS GLS assistido por banho ultrassénico BUYUKPINAR et al., 2017




Tabela 3 — Aplicacbes da PVG acoplada a diferentes técnicas espectrométricas de deteccdo (Concluséo).
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Elemento(s) Amostra(s) Técnica Comentario

Referéncia

Sem tratamento da amostra, apenas

Hg Vacina humana e veterinaria ICP-OES R . o
diluicdo e adicéo de acido formico
Ni(CO)4 gerado na PVG evitou
Ni Cabelo humano DBD-OES totalmente a extingdo do microplasma do
DBD em relacéo a geracao de hidretos
Nanoparticulas para Determinacdo rapida e seletiva em meio
Se o MIP-OES o .
suplementacdo alimentar a acido acético 15% v v
i Lodo oleoso proveniente de ICP-MS Calibragdo por diluigdo isotopica para
| -
estacdo petroquimica diminuicdo de interferéncias
L Condicdo otimizada com &cido férmico
Cu Tecido bioldgico de ostra ICP-MS
60% v v
) _ _ NH4OH 5% v v'! mostrou-se eficiente
Os Agua de rio, mar e mineral ICP-MS L ) .
para eliminacédo do efeito de meméria
i ) ) Avaliou-se 7 configuracOes de reatores
Hg Agua potavel, rio e lago AFS o
fotoquimicos
Leite em po desnatado, folhas Lampada UV de 6 W acoplada dentro de

I ICP-MS
citricas, tecido de ostra e solo uma camara de nebulizag&o cicl6nica

DOS SANTOS et al., 2010

CAletal., 2014

BARTOSIAK; GIERSZ;
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Quatro configuracdes de sistema PVG-MIP-OES foram estudadas por Matusiewicz
& Slachcinski (2013) para determinagdo de As, Bi, Sb, Se, Sn, Hg e Cd. Os autores avaliaram:
() sistema com nebulizador de injecdo direta acoplado a uma camara de nebulizacéo cicl6nica
combinada com uma lampada UV de 6 W do tipo pen lamp alocada verticalmente, (1) lampada
germicida UV de 15 W com percurso de PTFE e nebulizador concéntrico e camara de
nebulizacéo ciclonica, (111) sistema em que o aerossol gerado por um nebulizador concéntrico
sofria irradiacdo UV pela lampada de 15 W alocada do lado exterior a uma camara de
nebulizacdo de duplo-passo de quartzo e (IV) um sistema com nebulizador ultrassénico
equipado com a lampada de 6 W alocada na camara de nebulizacéo ciclonica. A configuragéo
(IV) forneceu melhor eficiéncia devido ao efeito sinérgico da energia ultrassdnica com a
radiagido UV, além da capacidade de microamostragem (< 30 uL). LOD’s entre 11 a 15 ug L™
foram obtidos com uso de acido acético 40% v v, Para elementos como Bi e Hg, o LOD foi
em torno de 10 a 15 vezes menor em compara¢do com a nebuliza¢do pneumatica.

Uma configuracdo geomeétrica de reator fotoquimico foi avaliada por Zheng et al.
(2010b) para determinacdo de Ni, Fe e Se por ICP-MS. Como ilustrado na Figura 6, o reator
consistia em uma lampada UV quadratica de 17 W sob o qual foi posicionado um tubo de
quartzo em formato de grade a fim de fornecer exposicdo méxima da solucao as regides de
descarga mais intensa da lampada. Com o uso desse reator fotoquimico foi possivel alcancar
um LOD de 28 a 150 vezes menor em comparagao com o sistema de introdug@o de amostra por

nebulizacdo pneumatica. O método se mostrou 27 a 355 vezes mais sensivel.

Figura 6 — Sistema PVG com lampada UV-C do tipo Grid Lamp.
Entrada de Ar Saida de Ar

Reator Fotoquimico
Grid Lamp

Fonte; ZHENG et al., 2010b.
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Soukal, Sturgeon & Musil (2018) avaliaram a geracdo de espécies volateis de Mo
utilizando uma lampada de fluxo interno de 19 W e uma lampada germicida de 15 W com
percurso a base de PTFE. Nenhum sinal no ICP-MS foi obtido com a lampada germicida
utilizando 30% v v de acido formico. Apenas uma resposta de 0,05% de eficiéncia com PTFE
foi alcangada com uso de 50% v v de é&cido formico para este reator. No mesmo estudo, a
otimizagéo do sistema PVG foi alcangada com tempo de irradiacdo de 38 s, 30% v v'! de &cido
formico e fluxo de gas carreador de 100 mL min™. Os autores assumiram que a espécie gerada
foi Mo(CO)e devido a alta estabilidade do composto e semelhanga quimica com a PVG de
metais como Ni e Co. O mecanismo sugerido para formacao de Mo(CO)e baseia-se na reducao
sequencial multieletrénica do Mo(V1) para Mo(0) por acéo de radicais "CO> seguida pela rapida
captacdo dos atomos de Mo(0) pelo "*CO derivado da fotolise do &cido férmico. Em um trabalho
de Hu et al. (2019), utilizou-se da Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica
para identificar os principais radicais gerados na fotolise do &cido férmico, com o intuito de
explorar detalhadamente o mecanismo de geracdo de espécies volateis de Mo. Concluiu-se que
as especies "OH e "CO» foram os principais radicais livres produzidos a partir do acido férmico
irradiado com UV, indo de acordo com o proposto por Soukal, Sturgeon & Musil (2018), que
indicaram a participacdo de ‘CO2 na reacao fotoquimica.

Técnicas de pré-concentracdo e uso de nanoparticulas fotocatalisadores também sao
aplicaveis com a PVG. Oreste et al. (2017), por exemplo, determinaram o teor de Hg em
combustivel etanoico por PVG-CVAAS utilizando uma coluna de ouro para pré-concentracdo
das espécies volateis de Hg e uma lampada de 15 W como reator fotoquimico. O método
mostrou-se 250 vezes mais sensivel do que o método sem pré-concentracdo. Recuperou-se 91%
de Hg nos combustiveis e um LOD de 0,01 ug L™ foi alcancado. Apenas com a coluna de ouro
foi possivel obter sinais reprodutiveis abaixo de 0,2 ug L™ de Hg. Jia et al. (2019) utilizaram
nanoparticulas de Fe e 1,3,5-benzenotricarboxilico (Fe-BTC), como um método de extracdo em
fase-solida e eliminacgdo do efeito de matriz para a determinacéo de Bi(ll1l) em amostras como
solos, sedimento, ligas metalicas e 4guas naturais utilizando a técnica hifenada de PVG-ICP-
MS. Neste estudo, ions Cu(ll), Ni(ll) e Fe(lll) ndo causaram interferéncias significativas. Foi
possivel obter um LOD de 0,3 ng L™ que foi reduzido para 0,04 ng L™ depois de uma repeticdo
de 10 vezes na etapa de pré-concentragdo. As nanoparticulas de Fe-BTC apresentaram uma
fotocatalise de 25 a 100 vezes maior em comparacdo com nanoparticulas de Cu-BTC, TiOz e
Fe30a.
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Alguns céations metalicos também podem atuar como fotosensibilizadores na
cinética da reagdo proporcionando aumento na eficiéncia da PVG. Porém, vale ressaltar que as
vias mecanisticas para a atuacéo de ions fotocatalisadores em PVG ainda sdo pouco exploradas
na literatura. Especula-se que os intermediarios de radicais livres iniciados pela decomposicéao
de LMWOAs podem acelerar a reacdo e aumentar a transferéncia de carga ligante-metal
(LMCT) sob irradiagdo UV.

Yu et al. (2018) desenvolveram um procedimento analitico para determinacédo de
Bi(lll) em agua, solo e sedimento por PVG-ICP-MS e aplicacdo de Fe(lll) como
fotosensibilizador. No mesmo estudo, a otimizacdo da PVG de Bi(lll) foi alcancada com uma
mistura de acido formico 5% v v* e &cido acético 20% v v, 13 s de irradiago, fluxo de gas
carreador a 950 mL minte pH 2,0 a 3,5. O método foi 30 vezes mais sensivel em comparagéo
com a nebulizacdo pneumatica, com recuperacdo de mais de 95% em amostras de agua doce e
LOD de 0,3 ng L. O uso de 60 pug mL* de ions Fe(I11) aumentou em 100% a resposta do sinal
para o Bi(lll) e também a cinética de reacdo fotoquimica. Por meio da analise de GC-MS, os
autores sugeriram que, por meio da reacdo fotoquimica, o principal produto formado a partir de
Bi(ll1) foi a espécie (CHz3)3Bi. Especulou-se que a presenca de ions Fe(l11) promoveu um LMCT
no Bi causando a maximizacdo da eficiéncia da reacdo fotoquimica. Na primeira etapa da
reacdo, a fotdlise do acido férmico promove por meio de seus radicais a reducao de Bi(lll) para
Bi(0). Posteriormente, o Bi(0) é atacado por radicais “CHz oriundos da fotdlise do acido acético,
gerando assim (CHs3)3Bi gasoso.

Wang et al. (2016) também investigaram o uso de fotosensibilizadores a base de
fons férricos de Fe(ll1), Fe(ll) e Fe(CN)s* no aumento da eficiéncia de geracdo de espécies
volateis para a determinacdo de traco de As(l1l) por PVG-AFS. A maior eficiéncia foi obtida
com adicdo de 15 mg L de Fe(I11) em 100 ug L de As(111). Devido a instabilidade de reagentes
com Fe(ll) e a alta estabilidade do complexo Fe(CN)s* que implica em menor quantidade de
fons férricos livres, tais reagentes foram descartados para otimizacdo. Na auséncia do
fotosensibilidador, a resposta de As(l11) foi inferior a um décimo da resposta com Fe(lll). A
otimizagéo foi alcancada com uma mistura de acido acético 20% v v* e acido formico 4,0% v
v1, 30 s de irradiacdo e fluxo de gas carreador de 200 mL min. O método apresentou LOD 10
vezes menor quando comparado com HG-AFS. Taxas de recuperacdo de As(lll) de até 98%
foram obtidas com anélise de amostras de 4gua potavel, rio e de lago.

Foi possivel verificar por um estudo de Gao et al. (2015b) que os ions Co(l1) e Ni(ll)
proporcionaram uma melhora significativa na PVG de Pb em meio a acido formico 5% v vi. A

presenca de Fe(lll) e de Co(ll) na amostra resultou em um sinal para Pb de seis e duas vezes
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menor em comparacdo com a presenca de Ni(ll), respectivamente. Com uma lampada UV de
fluxo interno, 4 min de irradiacéo e fluxo de gés carreador no GLS de 330 mL min%, foi possivel
obter resultados satisfatorios com RSD menor do que 0,4% para a determinacédo de Pb por ICP-

MS em amostras de aguas naturais e sedimentos marinhos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Instrumentacao
4.1.1 Reatores Fotogquimicos

Para a geracdo de espécies volateis de Hg e determinacdo de HgT por PVG-
CVAAS, avaliou-se a eficiéncia de 4 configuracdes de diferentes reatores fotoquimicos a base
de lampadas de radiacdo UV-C de Hg de baixa presséo. O primeiro reator (A) consistiu em uma
lampada de 19 W de fluxo interno (Figura 7A) com percurso analitico de quartzo sintético
situado no eixo central e interior da lampada, com dimenséo de 31,5 cm de comprimento e 760
uL de volume interno (Beijing Titan Instrument Co., Pequim, China). O reator emite radiacio
no comprimento de onda de 185 e 254 nm e irradiacdo em 360°. A lampada é dobrada nas
extremidades, possuindo um eletrodo localizado em cada uma destas. Para o segundo reator (B)
empregou-se a mesma lampada de 19 W e, em vez de ser utilizado o percurso analitico de
quartzo, utilizou-se uma tubulacdo de PTFE de 60 cm de comprimento, 2,0 mm de didmetro
interno e 869 uL de volume interno enrolada do lado externo do corpo da lampada (Figura 7B).

Uma lampada de 15 W do tipo germicida (Lucmat Lamps, Brasil) de 45 cm de
comprimento, com irradiacdo no comprimento de onda de 254 nm foi utilizada como o terceiro
reator (C). A lampada foi equipada com um tubo capilar de quartzo sintético para percurso
analitico de dimensdes de 41 cm de comprimento, 2,2 mm de didmetro interno e 1,65 mL de
volume interno (Figura 7C).

Para o quarto reator fotoquimico (D) empregou-se uma lampada de 15 W germicida
(VL-215.G, Vilber, Alemanha) de 45 cm de comprimento operando com irradiacdo de 254 nm.
Para este reator, 0 percurso analitico constitui-se de uma tubulacdo de PTFE de 50 cm de
comprimento, 2,0 mm de didmetro interno e 800 uL de volume interno, na qual foi enrolada ao
redor da lampada em formato de espiral (Figura 7D).

Algumas precaucdes de seguranca foram tomadas em relagdo ao uso das lampadas
de fonte UV. Para a protecdo do operador contra a radiacdo e devido aos graves danos que
podem ser provocados na Vvisdo e na pele, os reatores foram cobertos com um revestimento de
aluminio. Sistema adequado de ventilacdo no ambiente laboratorial foi utilizado para evitar
exposicao as espécies volateis. A temperatura dos reatores foi monitorada por meio de um
termopar de Ni/Cr (TES Electrical Eletronic Corp.). Antes de cada experimento, esperou-se 10
min para a estabilizacdo da radiagdo UV.
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Figura 7 — Reatores Fotoquimicos: (A) reator de 19 W de fluxo interno; (B) reator de 19 W com percurso de
PTFE; (C) reator de 15 W com percurso de quartzo; (D) reator de 15 W com percurso de PTFE.

(A)

(B)

(€)

Fonte: préprio autor.
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4.1.2 Separadores Gés-Liquido

Para a separacdo das espécies volateis de Hg da fase liquida avaliou-se inicialmente
a eficiéncia de 4 configuracbes de diferentes GLS’s acoplados ao reator fotoquimico.
Investigou-se um GLS (A) com dimensdo de 37,5 cm de comprimento e equipado com uma
haste cilindrica central de material inerte e por uma frita porosa de vidro sinterizado situado na
parte inferior do instrumento. A amostra que é transportada para este GLS percola pela haste
de modo que se produza uma fina pelicula de liquido, isto na presenca de uma contracorrente
de gés carreador (Figura 8A). Este GLS foi cedido para este estudo pelo Dr. Ralph E. Sturgeon
da National Research Council Canada (NRC-CNRC, Ottawa, Canada).

O segundo GLS (B) possui 23 cm de comprimento e, andlogo ao GLS (A), é
equipado por uma larga frita porosa de vidro sinterizado localizado na parte inferior do
separador. O géas carreador do GLS (B) passa através da frita porosa para que seja realizado a
separacdo das espécies volateis da fase liquida por borbulhamento como ilustrado na Figura 8B.
Este separador também foi cedido pelo Dr. Ralph E. Sturgeon.

Um terceiro GLS (C) comercial (Agilent Technologies) apresenta tamanho
reduzido em comparacgdo aos outros dois, com 9,5 cm de comprimento (Figura 8C). Neste
separador a fase liquida € transportada para outro compartimento para que seja realizado o
descarte.

O quarto separador (D), denominado de labmade, foi confeccionado no préprio
laboratorio utilizando um tubo de polipropileno de 50 mL para centrifuga do tipo Falcon®,
semelhante ao confeccionado por Soukal, Sturgeon & Musil (2018). Para este separador, a
tampa do tubo foi provida de trés entradas como ilustrado na Figura 8D. Em uma das entradas,
a fase liquida (amostra) foi pulverizada pela corrente de gas carreador na parede do tubo e na
metade da altura do separador. Uma conexdo em forma de “T” conectada entre a bomba
peristaltica e este GLS foi utilizada para a entrada do gas (Figura 9). Os separadores (A), (B) e
(C) possuiam entradas especificas de gas, ndo sendo necessario 0 uso da conexdo em “T”. Em
outra entrada deste GLS utilizou-se um tubo capilar de quartzo (cor em amarelo) para o
transporte do residuo. Ja na entrada situada no meio da tampa, as espécies volateis de Hg(0)
foram transportadas pelo fluxo de gas carreador, vindo da conexdo em “T”, para a célula de

absorcéo de quartzo. Um volume morto de 10 mL foi mantido neste separador.
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Figura 8 — Separadores Gés-Liquido: (A) separador de filme fino; (B) separador com frita porosa; (C) separador
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Fonte: préprio autor.
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4.1.3 Arranjo instrumental do sistema PVG-CVAAS

Neste sistema, as amostras foram introduzidas em modo de fluxo continuo no reator
fotoquimico por meio de uma bomba peristaltica eletrbnica programavel de 4 canais
(Minipuls® 3, Gilson). Ap6s as amostras serem irradiadas, estas foram transportadas para o
GLS. Utilizou-se a mesma bomba para o descarte de residuo contido no separador. Tubos de
transmiss3o de Tygon® de polietileno de varios didmetros foram utilizados para impulsionar os
fluidos. As medidas de absor¢do de Hg foram realizadas por meio de um espectrdmetro de
absorcdo atdbmica (Varian AS 240FS, Mulgrave, Australia), equipado com lampada de deutério
para correcdo de fundo e uma ldampada de catodo oco (HCL) de Hg (Agilent Technologies)
como fonte de radiacdo. As condi¢Ges operacionais estdo dispostas na Tabela 4.

Uma célula de absorcdo de quartzo de 18 cm de comprimento e com 1,8 cm de
didmetro interno foi posicionada sobre o queimador, disposta no caminho Gtico e mantida a
temperatura ambiente. Para a linha de transferéncia entre o GLS e a célula de absorg&o utilizou-
se uma tubulacdo de PTFE de 20 cm de comprimento. As espécies volateis de Hg foram
carreadas do separador para a célula de absorcdo por meio de um fluxo continuo de gas N2
(99,996%, White Martins, Sdo Paulo, Brasil) controlado atraves de um fluximetro (VFA-22,
Hygro-Therm). A aquisigéo do sinal foi realizada no modo transiente e de forma integrada. A
Figura 9 apresenta o sistema completo de PVG-CVAAS para a geracdo das espécies volateis

de Hg, bem como para a determinacao de HgT.

Tabela 4 — CondicBes operacionais do espectrémetro de absorcdo atdmica.

Parametros Instrumentais AAS
Comprimento de onda (nm) 253,7
Abertura da fenda (nm) 0,5
Corrente da lampada (mA) 4,0

NUmero de leituras 5

Fonte: préprio autor.

Para a obten¢éo do sinal analitico para 0 Hg empregou-se primeiramente 0 método

univariado. Portanto, investigou-se 0s trés principais parametros experimentais da PVG que sdo
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o tipo e concentragdo de precursor organico (acido formico ou acido acético, 2-50% v v1),
tempo de irradiacdo da amostra (4-30 s) e fluxo de gas carreador (50-800 mL mint). Avaliou-
se também o pH do meio e reatores e GLS com configuracdes diferentes. Para isto, utilizou-se

solucdes de trabalho de Hg(l1) em uma concentragéo de 10 ug L™

Figura 9 — (A) Sistema instrumental de PVG-CVAAS; (B) Diagrama esquematico dos componentes do sistema
de PVG-CVAAS para a determinacdo de HgT.
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50

4.2 Planejamento Experimental

Para observar a influéncia de cada variavel, as interacdes entre estas e para a
geracdo de um modelo matematica que descrevesse o conjunto de dados, aplicou-se ferramentas
quimiométricas de planejamento e otimizacdo de experimentos. Realizou-se um Planejamento
Composto Central de Face Centrada (FCCD) do tipo 2 com base nos resultados do estudo
univariado. Desta forma, o planejamento consistiu em um total de 17 ensaios, sendo um
planejamento fatorial 23 com oito ensaios, mais 6 pontos axiais (o = +1,0) e 3 pontos centrais
no intuito de estimar o erro experimental, totalizando em 17 ensaios (2° + 6 pontos axiais + 3
pontos centrais). As variaveis independentes estudadas foram: concentragdo de acido férmico,
tempo de irradiacdo da amostra e fluxo de gas carreador (Tabela 5). Utilizou-se o valor de

absorbancia como a variavel resposta ou dependente.

Tabela 5 — Variaveis e niveis do planejamento experimental.

Niveis e codigo das variaveis

Variaveis Simbolos
-1 0 +1
Concentragdo de Acido Férmico
(% v v X1 2 6 10
Tempo de Irradiacéo (s) X2 4 7 10
Fluxo de Gas Carreador
X3 50 125 200

(mL min™)

Fonte: préprio autor

Para cada ensaio do planejamento utilizou-se soluges amostra de 10 ug L™ de Hg(ll).
Apos a cada leitura, utilizou-se apenas agua ultrapura para limpeza do sistema e eliminacao do
efeito de memoria. Para evitar a distorcdo estatistica dos resultados e erros sistematicos, a ordem
de realizacdo dos ensaios foi de forma aleatoria. Todos os experimentos, menos 0s pontos
centrais, foram realizados em duplicata. A tabela 6 apresenta a matriz do planejamento e 0s
niveis estudados para cada varidvel. Na matriz indica-se pelo cédigo -1 o nivel minimo, +1 o
nivel maximo e 0 o ponto central.

A validacdo do modelo empirico foi realizada através da analise de variancias

(ANOVA) a um nivel de confianca de 95% (p < 0,05), bem como com o gréfico de valores
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observados versus valores previstos e o gréafico de residuos. Para o tratamento, analise dos dados
do planejamento e célculos matematicos, utilizou-se o software STATISTICA® 6.0 (StarSoft,
Tulsa, OK, EUA).

Tabela 6 — Matriz para o Planejamento Composto Central de Face Centrada.

Variaveis
Ensaio X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
Planejamento 4 -1 +1 -1
Completo 5 1 1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1 0 0
10 +1 0 0
N 11 0 -1 0

Pontos Axiais

12 0 +1 0
13 0 0 -1
14 0 0 +1
15 0 0 0
Pontos Centrais 16 0 0 0
17 0 0 0

Fonte: préprio autor.

Um modelo quadratico polinomial de segundo grau foi desenvolvido por meio de
uma regressao linear multipla para descrever a fun¢do matematica do planejamento e para

andlise da relagdo entre a resposta e as variaveis significativas (Equagéo 13):

Y =bo + b1X1 + b2oXo + b3Xsz + b1aX1 X2 + b12X1 X3 + b23XoX3 (13)
+ b11X1? + b2aXo? + b3sXs?

onde Y é a absorbéncia, Xi é as variaveis, bi é o coeficiente linear ou os coeficientes da funcéo

de resposta para 0s parametros do processo, bii € a resposta quadratica, bij é o coeficiente de
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interacdo de primeira ordem e bo € o erro aleatério. Aplicou-se também a metodologia de
superficie de resposta (MSR) a fim de gerar graficos de superficies para a otimizagdo da

resposta e andlise da influéncia das variaveis.
4.3 Reagentes e amostras

Todos as solugbes foram preparadas com reagentes de grau analitico. Utilizou-se
agua ultrapura (resistividade 18,2 MQ cm), purificada por um sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA) para o preparado das solucdes. As solugdes amostra de trabalho de Hg(Il) foram
preparadas por dilui¢do de uma solucdo estoque de 1000 mg L de Hg(Il) (Across Organics,
Geel, Bélgica). Acido formico (98%, P.A, Sigma Aldrich, Missouri, EUA) e acido acético
(99%, P.A, Synth, Brasil) foram utilizados como precursores fotoquimicos sem purificacdo
prévia. Para ensaios de pH, utilizou-se H2SO4 (98%, P.A, Vetec, Brasil) para acidificacdo e
NHsOH (25%, P.A, Synth, Brasil) para o aumento do pH do meio. Todas as vidrarias, frascos
conicos de polipropileno e demais utensilios de laboratério foram descontaminados através de
imersdo em banho de 4cido nitrico 10% v v* por 24 horas. Depois, os materiais foram lavados

com &gua ultrapura e, em seguida, secos a temperatura ambiente.
4.4 Preparo da amostra para analise por PVG-CVAAS

Dez amostras de alimentos enlatados de diferentes lotes e marcas
especificadamente para gatos (Figura 10) e com ingrediente a base de atum e frutos do mar,

foram obtidas em Pet Shops na cidade de Fortaleza (Cear4, Brasil).

Figura 10 — Amostras de alimentos a base de atum para gatos.

Fonte: proprio autor.
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Para evitar a variabilidade das analises devido a mistura heterogénea, os alimentos
foram amostrados em diferentes locais da lata em intervalos uniformes, lavados com &gua
ultrapura, processados em liquidificador blender e homogeneizados. Apds isto, os alimentos
foram congelados e subsequentemente liofilizados por 48 h (L101, Liobras®, Brasil). Por fim,
as amostras foram maceradas e homogeneizadas com o auxilio de um almofariz e pistilo e
estocadas a 4 °C.

Com adaptacgdes da metodologia de Vieira et al. (2007) para o preparo de amostra,
uma massa de 250 mg de amostra foi pesada em balanca analitica (AND HR-200) e solubilizada
em 8 mL de éacido formico 98% para a extracdo de Hg. A mistura foi submetida a um
aquecimento brando a 60° C em banho termostatizado (MA-095, Marconi, Brasil) sem agitacdo
por um periodo de 3 horas. Em seguida, esperou-se a mistura retornar a temperatura ambiente
e diluiu-se para 10 mL com &gua ultrapura. Apos isto, centrifugou-se durante 10 min a 4000
rpm (Eppendorf Centrifuge 5430). Apds a etapa de centrifugacdo, separou-se o precipitado do
sobrenadante. Para a analise por PVG-CVAAS, retirou-se uma aliquota do sobrenadante e dilui-
se por um fator de 17 vezes com agua ultrapura e uma concentracao de acido formico a 10% v
vl A Figura 11 ilustra resumidamente o procedimento utilizado no preparo de amostra para a

extracdo e analise de Hg.

Figura 11 — Procedimento de preparo de amostra para extracdo de Hg.
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4.5 Figuras analiticas de mérito
4.5.1 Estratégia de calibracéo

Para avaliar o efeito de matriz, duas estratégias de construgdo de curvas de
calibracdo foram empregadas para o método PVG-CVAAS. A primeira estratégia de calibracédo
consistiu em realizar o método do padrdo externo, onde foi preparado solugdes analiticas de
Hg(11) com concentragdes de 0, 1, 2, 5 e 10 ug L™t em meio a 10% v v de acido formico. Por
causa da matriz complexa de alimento para gato a base de atum e devido & presenca de
proteinas, carboidratos, gorduras e alta concentracdo de elementos como Ca e P, amostras de
alimento foram fortificadas com concentrag@es de 0, 1, 2, 5 e 10 ug L™ de Hg(Il) em meio a
10% v v de acido formico e analisadas como método de adicdo de padrdo. Os valores de
absorbéncia para cada curva foram plotados a fim de verificar a relacdo linear entre a
concentragdo e o sinal, bem como avaliar o efeito de matriz, comparando os coeficientes

angulares de cada curva.
4.5.2 Limite de detecgdo e quantificacio

A sensibilidade do método foi avaliada por meio da estimativa dos parametros de
Limite de Deteccdo (LOD) e Limite de Quantificacdo (LOQ). O LOD expressa a quantidade
minima detectavel, mas ndo necessariamente quantificada, com uma dada certeza analitica e
permite o reconhecimento de que a quantidade de analito na amostra € maior que a solu¢éao
branco. Ja o LOQ representa a menor concentracdo do analito em uma amostra que pode ser
determinado com precisdo e exatiddo aceitaveis sob condi¢cdes experimentais adotadas. O LOD
e LOQ podem ser expressos com base nas definicdes da IUPAC e por meio das EquacOes 14 e

15 respectivamente:

3.0
LOD = — (14)

10.0
S

LOQ = (15)

Onde: o representa o desvio-padrédo de 10 medidas consecutivas do branco e S representa o

coeficiente angular da curva analitica.
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4.5.3 Exatidao

A exatiddo do método é o grau de concordancia entre o resultado de um ensaio e 0
valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. Materiais de referéncia
certificados (CRM) de DOLT-3 (Dogfish Liver) e DORM-1 (Fish protein) obtidos do NRC
foram utilizados para avaliar a exatiddo. Os CRM’s também foram submetidos ao mesmo
procedimento de preparo de amostra descrito em secéo anterior. Os valores encontrados nas
amostras foram comparados ao certificado e a exatiddo em termos de recuperacdo foi
estabelecida pela relagéo (Equacdo 16) entre a concentracdo determinada experimentalmente e
a concentracao certificada.

. Concentra¢ao média experimental
Recuperagdo(%) = x 100 (16)

Concentrac¢do certificada

4.5.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliado em termos de repetibilidade por meio do desvio-
padrdo relativo RSD(%). Portanto, determinou-se a precisdo em funcdo do desvio-padrao
relativo por meio de 11 medidas de solugdes a 2 ug L™ de Hg(11) de acordo com a Equag&o 17.

RSD(%) = — x 100 (17)

><||m

Onde: s é o0 desvio padrdo da concentracdo das 11 solu¢Ges amostra e X representa a média da

resposta obtida.
4.5 Determinacdo da ingestdo diaria estimada de HgT

Para calcular a ingestdo diaria estimada de HgT para gatos de estimacao, utilizou-
se a Equacéo 18 (PAULELLI et al., 2018).

HgT]. M
pE = He-M (18)
PC
Nesta equacio, o IDE representa a ingestdo diaria estimada (mg dia* x kg pc) do
elemento por kg de peso corporal (pc) do animal, ja [HgT] significa a concentracdo média de
HgT encontrado nos alimentos analisados no conjunto de amostra para gatos de estimacgdao, M

¢ a massa de alimento consumido diariamente e PC é o peso corporal em kg do gato. Para que
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fosse realizado o célculo do IDE de cada alimento no grupo de amostras, utilizou-se uma massa
tedrica de 0,150 kg de alimento consumido por dia por um gato adulto saudavel com uma media
de peso de 2,5 kg, baseando-se em dados de relatorio britanico de pesos corporais e taxa de

consumo de alimento por dia e por quilograma de peso corporal de animais (GBC 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Influéncia do tipo de Reator Fotoquimico

A eficiéncia da geragdo de espécies volateis de Hg por PVG depende crucialmente
do modelo de reator fotoquimico, o que inclui o material do percurso analitico e 0 comprimento
de onda de trabalho da lampada. Para o estudo do desempenho de cada reator e GLS, solucdes
de Hg(I1) a 10 ug L™t em &cido férmico 10% v v'* foram analisadas. O desempenho de 4 reatores
estd representado pela Figura 12. Entre os reatores examinados, o reator (A) forneceu uma
maior resposta para 0 Hg. Isto se deve ao fato que o percurso analitico interno feito de quartzo
recebe uma maior radiacdo UV do que a parte externa da lampada. Nesse reator ocorreu o
aumento da descarga real ao redor do tubo de quartzo inserido na lampada de 19 W e ha
contribuicéo da irradiacdo em 360°. Como o reator (A) emite radiacdo em menor comprimento
de onda (184 nm) e pela energia do féton ser inversamente proporcional ao comprimento de
onda (E o 1/4), mais fotons energéticos incidem sobre a amostra, clivando um maior nimero

de moléculas de acido férmico, gerando assim mais radicais para fotoreducédo do Hg.

Figura 12 — Avaliacédo de configuraces diferentes de Reatores Fotoquimicos.
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Fonte: préprio autor.

Valores menores de absorbancia foram obtidos pelos reatores (B) e (D), devido a
parcial transparéncia a 254 nm do PTFE e pelo material fornecer apenas um percentual de 5%
de transmissdo de radiacdo UV. Ja o reator (C) apresentou maior resposta em relacdo aos
reatores (B) e (D), devido a alta transparéncia do tubo de quartzo como percurso analitico e
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maior penetragdo da radiacdo. No entanto, o reator (C) mesmo com uso do tubo de quartzo e
acoplado a lampada germicida de 15 W, apresentou uma resposta 50% inferior em relagéo ao
reator (A). Os reatores com percurso de PTFE apresentaram uma resposta de 62-64% inferior
qguando comparado com o reator (A). Estes resultados vao de acordo com o reportado por Qin
et al. (2013), em que também foram avaliados reatores diferentes e o que apresentou maior
eficiéncia para a geracdo de espécies volateis de Hg por PVG-AFS foi o reator com percurso
interior de quartzo, apresentando uma resposta 75% superior ao um reator de 19 W com

percurso de PTFE. Portanto, para posteriores experimentos utilizou-se o reator (A).
5.2 Influéncia do tipo de Separador Géas-Liquido

Para a separacdo das espécies volateis da fase liquida, avaliou-se inicialmente a
performance de 4 configuracdes de GLS. As absorbancias obtidas para cada separador sao
apresentadas na Figura 13.

Figura 13 — Avaliacao de configuracOes diferentes de Separadores Gas-Liquido.
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Observa-se que a maior eficiéncia foi com o uso do GLS (D), devido ao tamanho
reduzido, bem como o acoplamento da conexdo em “T”, fazendo com que as espécies volateis
ja sejam separadas antes de serem introduzidas efetivamente no GLS. Devido ao grande volume
do GLS (A), as espécies volateis provavelmente ficaram adsorvidas nas paredes do mesmo,
acarretando uma resposta 25% inferior em relagdo ao GLS (D). O grande tamanho também

pode ter contribuido para a diluigdo da nuvem atémica. O GLS (A) depende de um fluxo de
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uma fina pelicula irradiada sobre uma grande superficie inerte e na presenca de uma
contracorrente de gas carreador. Com base em Sturgeon (2017), o uso do GLS (A) funciona
para vapores de analitos muito hidrofobicos, porém a taxa de fluxo da amostra é limitada pela
taxa de separacéo de fases por difusdo, caso contrario, a solucdo da amostra é expelida para o
descarte antes que a separagdo possa ser concluida com eficiéncia.

O separador (B) apresentou alta formagéo de espuma devido a presenca do acido
organico e pelo mecanismo de borbulhamento, tornando ineficaz a separacdo das espécies.
Devido ao risco de introducédo de espuma na célula de absorcdo, ndo foi possivel realizar as
medidas de absor¢do com o GLS (B). Constatou-se no GLS (C) que, devido a sua estrutura
fisica e 0 mecanismo de funcionamento do mesmo, o0 gas carreador foi transportado para o
descarte junto com a fase liquida, impedindo o transporte das espécies de Hg(0) para a célula
de absorc¢do, 0 que proporcionou ineficiéncia na separacdo e uma resposta de 81,4% inferior
em relacdo ao GLS (D). A fim de verificar a influéncia do volume do separador construido por
meio de um tubo de polipropileno na separagdo das espécies volateis de Hg, confeccionou-se
outro GLS utilizando um tubo Falcon® com volume interno de 15 mL (GLS E). Mediu-se a

absorbancia utilizando os dois GLS’s (D e E), cujo resultado esta ilustrado na Figura 14.

Figura 14 — Avaliacdo de Separadores Gas-Liquido de polipropileno com volumes internos diferentes.
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Observa-se que ndo houve diferencga significativa quando se alterou o volume do

GLS, inferindo-se que as espécies volateis sdo eficientemente separadas utilizando ambos o0s
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separadores. O GSL (D) apresentou uma absorbancia apenas de 2,8% maior em comparagdo ao
GLS (E). Portanto, para os demais experimentos selecionou-se 0 GLS (D).

5.3 Efeito da concentracéo de acidos organicos

Apobs a escolha do reator fotoquimico e GLS, investigou-se 0 tipo e a concentracao
de precursor organico, em que os resultados estdo apresentados na Figura 15. Observa-se pela
Figura 14 que foi possivel obter uma maior respostar para o Hg utilizando &cido férmico como
precursor organico em comparagdo com o 4cido acético. Isto se deve ao fato que o &cido formico
ao interagir com a radiagdo UV, produz uma concentragcdo maior de radicais para promover a
reducdo de Hg por meio da reacéo fotoquimica. Sem um claro entendimento e devido a falta de
informacdes da literatura em relacdo a diferenca de mecanismo de reacéo entre o acido formico
e 0 &cido acético, nao é possivel fazer mais comentarios sobre a maior eficiéncia com acido
férmico. Estes resultados véao de acordo com o de Gao et al. (2014), onde a eficiéncia de redugédo
de Hg em cosméticos por PVG-ICP-MS também foi maximizada com &cido férmico como

precursor organico, obtendo uma resposta 5 vezes maior em comparacao com acido acético.

Figura 15 — Efeito do tipo e da concentragdo de acidos organicos na resposta de solu¢des com 10 ug L de
Hg(I1). CondigGes experimentais: reator (A), GLS (D), 4 s de irradiacéo e fluxo de gas carreador a 50 mL min™.

0,35

0,30 -

0,25 ~

FOR) z .
0,20 A —&— Acido Férmico

—e— Acido Acético

0,15 -

0,10 -

Absorbancia Integrada (s)

0,05 -

0'00 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v
0 10 20 30 40 50 60

Concentracdo do acido orgéanico (v v?)
Fonte: préprio autor.

Um aumento de 50% na absorbancia foi alcangado quando comparado a
absorbancia maxima obtida quando se utiliza &cido formico e a absorbancia méaxima obtida

quando se utiliza &cido acético. A intensidade do sinal de Hg aumentou gradativamente com a
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concentragdo de acido formico em uma faixa de 2 a 10% v v, permanecendo constante até 40
% v v De2al0% v v?ocorre aumento de 36,9% na absorbancia. Com 50% v v observa-se
um leve declinio no sinal, com reducio de 7,4% em relagdo ao uso de 10% v v de 4cido
formico. Tal fator, pode ter ocorrido devido ao excesso do acido, causando degradacdo das
espécies radicalares e menor geracdo de vapor de Hg. Perfil semelhante foi obtido por He et
al. (2015) na determinacdo de Hg em aguas naturais por PVG-GFAAS, onde 0 méximo de
resposta foi obtido e se manteve estavel na faixa de 10 a 30% v v'! de &cido formico. Com acido
acetico a absorbancia maxima foi alcancada com a menor concentracdo do precursor (2% v v°
1y, diminuindo expressivamente com o aumento da concentragido em uma faixa de 5a50% v v
!, De acordo com o gréfico, com a maior concentragdo de acido acético ocorre diminuicdo na
absorbancia de 64,4% em relacdo a menor concentracdo. Selecionou-se acido férmico na

concentracio de 10% v v para posteriores experimentos.
5.4 Efeito do tempo de exposicdo a radiacdo UV

O tempo de irradiacdo UV foi investigado modificando a velocidade do fluxo de
amostra que passa pelo reator fotoquimico. A Figura 16 apresenta os resultados obtidos
variando o tempo de irradiacdo de 4 a 30 s.

Figura 16 — Efeito do tempo de irradiagdo na resposta para solugdes com 10 ug L™ de Hg(ll). CondigGes
experimentais: reator (A), GLS (D), 10 % v v de &cido férmico e fluxo de gas carreador a 50 mL min.
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Observa-se pela Figura 16 que o menor tempo de irradiagéo (4 s) foi suficiente para
gerar a maior resposta entre a faixa estudada. Observa-se também que a minima variagdo do
tempo de residéncia da amostra no reator fotoquimico, em torno de 1 s, ocasiona uma
diminuicdo significativa no valor da absorbancia. De acordo com o grafico, em 5 s de irradiacédo
ocorre reducdo de 15,9% na absorbancia em relagdo ao valor méximo. J& em 10 s, a perda no
sinal é de 55,8%. Quando se utiliza 0 maior tempo de irradiacdo, 30 s, tem-se uma reducao
acentuada de 89,5% na absorbancia em relacdo ao uso do menor tempo de irradiacao.

Os resultados sugerem que em periodos mais longos de exposicao a radiacdo UV,
as especies volateis formadas por PVG sdo degradadas, podendo ter sido ocasionada pelo
aumento da temperatura no sistema ou instabilidade das espécies formadas (QUADROS;
BORGES, 2014). Em tempos maiores ou iguais a 20 s, notou-se a formacéo de bolhas ao longo
dos tubos de transmissdo. Segundo Jesus, Grinberg & Sturgeon (2016), uma maior
concentracdo de produtos gasosos da fotolise do acido férmico como CO, CO; e Hzséo gerados
em tempos mais longos de exposicdo utilizando a lampada de 19 W de fluxo interno. Com base
nos mesmos autores, 0s produtos da fotdlise do &cido férmico se acumulam como numerosas
bolhas expandidas no reator fotoquimico que sao capazes de expelir a solucdo para o0 GLS sem
antes atingir a exposicao necessaria a radiacédo UV.

Tempo de exposicao semelhante foi alcancado por Covaci et al. (2017), em que 5s
foi suficiente para a geracdo eficiente de radicais para a reducdo de Hg. J& para Da Luz Potes
et al. (2016), um tempo de irradiacdo de 16 s foi necessario para uma maior absorbancia na
determinacdo de Hg em peixe por PVG-GFAAS utilizando uma lampada de 19 W. Em
contrapartida, tempos de exposi¢cdo maiores podem ser necessarios para outros elementos
utilizando o mesmo reator. Para Zhou et al. (2019) foi necessario 60 s de exposi¢do para a
geracao de espécies de As(111) e As(V) por PVG-AFS. Para Gao et al. (2015b), um tempo 6timo
de 4 min foi encontrado para a geracdo de espécies volateis de Pb por PVG-ICP-MS. Isto
demonstra que o sistema PVG de Hg possui rapida foto-cinética de geracao de espécies volateis
em comparagdo a outros elementos. Selecionou-se 4 s como tempo de irradiagdo para

posteriores experimentos.
5.5 Efeito do fluxo de gas carreador

A taxa de fluxo de gas carreador tem uma grande influéncia na eficiéncia de
transporte do vapor atbmico de Hg, permanéncia das espécies volateis na célula de absorcéo,

bem como na separacdo de fases proporcionada pelo GLS. A vazdo de gas carreador foi
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investigada em uma faixa de 50 a 800 mL min. A Figura 17 mostra a influéncia do fluxo de
gés carreador na resposta. E possivel observar que na mais baixa vazao de gas (50 mL min™)
obteve-se uma maior resposta, sugerindo uma liberacéo total e eficiente do analito para a fase

gasosa.

Figura 17 — Efeito do fluxo de gas carreador na resposta para solugdes com 10 ug L de Hg(Il). CondicGes
experimentais: reator (A), GLS (D), 10 % v v de 4cido férmico e tempo de irradiacéo de 4 s.
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Fonte: préprio autor.

Pelo comportando do gréfico, indica-se uma diminuicdo gradativa da absorbancia
a medida em que se aumenta o fluxo de gas. Quando se utiliza fluxo superior ou igual a 100
mL min ocorre perda significativa na resposta para o Hg. Isto se deve ao fato de que em
maiores fluxos de gas ocorre diluicdo da nuvem atémica de Hg no gas transportador e menor
tempo de residéncia na célula de absorc¢do, resultando em perda de sensibilidade. Com base no
grafico, mesmo com um fluxo de 100 mL min*?, ha uma perda significativa de 25% na
absorbancia. De acordo com o comportamento do gréfico, utilizando um fluxo de gas 10 vezes
maior (500 mL min™), a perda do sinal de absorbéncia é de 69,3%. Ja com o maior fluxo de
gés, 800 mL mint, ocorre perda significativa de 76,9%. Os resultados estdo de acordo com o
reportado na literatura. Viera et al. (2007) e Da Silva et al. (2012), por exemplo, utilizaram
fluxos de gas de 56 e 52 mL min! para separacao de espécies volateis de Hg por PVG-CVAAS,
respectivamente. Para posteriores experimentos, selecionou-se o fluxo de gas carreador a 50

mL min.
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5.6 Efeito do pH do meio

O efeito do pH também pode ter influéncia na reducéo por PVG de ions metalicos
para a geracao de espécies volateis. Eficiéncia baixa pode ser alcancada se o meio for muito
acido, j& que a redissolucdo do elemento pode ocorrer se 0 analito gasoso gerado ndo for
rapidamente separado da fase liquida pelo GLS. Em contraste, se 0 meio for bastante alcalino,
os radicais hidroxila cogerados na reacdo fotoquimica podem facilitar reacdes de oxidacdo do
analito ou podem formar hidroxidos insoltveis do metal (JESUS; GRINBERG; STURGEON,

2016). Os resultados do efeito do pH séo apresentados na Figura 18.

Figura 18 — Efeito do pH do meio na resposta para solugdes com 10 ug L™ de Hg(ll). CondigGes experimentais:
reator (A), GLS (D), 10 % v v de &cido férmico, tempo de irradiacéo de 4 s e fluxo de gas carreador de 50 mL
min?,
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Fonte: préprio autor.

Para 0 aumento de pH por adigdo de NH4OH, solugbes com acido formico foram
colocadas em tubos de polipropileno e resfriadas em banho de gelo devido a reacéo exotérmica,
onde o pH foi monitorado utilizando pHmetro (Tecnal). Utilizou-se H.SO4 para a diminuigédo
de pH do meio. Observa-se que a maior resposta foi alcangada em pH 1,23. Este pH é o original
da solugio amostra em meio a 10% v v* de &cido férmico. De acordo com o comportamento
do grafico, em pH’s mais acidos ocorre perda de 56-82% na absorbancia, possivelmente devido
a re-oxidacdo do Hg(0) na presenca de espécies de “OH, H20 e Oz geradas pela radiacdo UV.
Em pH 4,0, ha perda de 55% no sinal. De acordo com Francisco Barbara et al. (2016), em pH’s
> 4,0, a diminuicdo de sinal também ocorre devido a radicais “OH que impedem a reducéo de
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Hg(ll) ou competem via reacdo de oxidagdo. Yin et al. (2012) também sugerem que em pH >
4,0 a interacdo de Hg(ll) com LMWCA e radiacdo UV favorece processos de foto-alquilagdo
do Hg(ll), diminuindo a fracdo de vapor do elemento na forma atdmica e aumentando a fragédo
das formas alquiladas. Estas observacdes ndo sdo consistentes com o estudo de PVG de
elementos como Fe, Ni e Co, onde o pH de mé&xima sensibilidade foi alcangado em uma faixa
de 2,5-3,0 (ZHENG et al., 2010a). No entanto, os resultados sdo semelhantes com o de
Francisco Barbara et al. (2016) em estudos de PVG de Hg utilizando acido formico, em que a

reposta maxima foi alcancada em pH 1,50. Para os demais estudos, ndo houve alteracdo de pH.
5.7 Planejamento Composto Central de Face Centrada

Com base nos resultados do estudo univariado, aplicou-se um planejamento FCCD
para analisar estatisticamente o efeito das variaveis no sinal de absorbancia do sistema PVG-
CVAAS. Os resultados expressos em termos de absorbancia sdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7 — Resposta para 0 Planejamento Composto Central de Face Centrada (n = 2).

Variaveis
Ensaio X1 X2 X3 Absorbéancia
1 -1 -1 -1 0,1625
2 +1 -1 -1 0,2857
3 -1 +1 -1 0,0968
4 +1 +1 -1 0,0957
5 -1 -1 +1 0,1162
6 +1 -1 +1 0,1664
7 -1 +1 +1 0,0611
8 +1 +1 +1 0,0646
9 -1 0 0 0,1307
10 +1 0 0 0,0856
11 0 -1 0 0,1720
12 0 +1 0 0,0689
13 0 0 -1 0,0891
14 0 0 +1 0,0963
15 0 0 0 0,0934
16 0 0 0 0,0914
17 0 0 0 0,0998

Fonte: préprio autor.

Com base nestes dados fez-se 0s tratamentos estaticos adequados para verificar a

influéncia das variaveis e suas interacdes através da Figura 19, a qual representa o Diagrama de
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Pareto. Os dados foram obtidos considerando o erro puro. No Diagrama de Pareto, a magnitude
dos efeitos é representada pelas colunas enquanto a linha transversal as colunas representa a
magnitude dos efeitos que séo estatisticamente significativos conforme o teste t-Student ao nivel
de confianca de 95% (p < 0,05). No Diagrama de Pareto é demonstrado a magnitude dos efeitos
das variaveis em seus termos lineares (L), termos quadraticos (Q) e a interacdo entre 0s termos.
E possivel constatar pelo grafico que o efeito atribuido ao termo linear do tempo de irradiacéo
foi 0 que apresentou maior significancia e influéncia no sistema PVG-CVAAS, indicando ainda
mais que a geracao de espécies volateis de Hg(0) € muito sensivel ao tempo de duracdo da
radiacdo UV aplicado. O termo linear do fluxo de gés carreador e os termos quadraticos do
tempo de irradiacdo e do fluxo de gas também foram significativos, porém com menor efeito

em relacdo ao termo linear do tempo de irradiacéo.

Figura 19 — Grafico de Pareto para o Planejamento Composto Central de Face Centrada.

Tell) | --3?.155

Fras(L) | -19 9955

CarXTyr | 13,7703

Carll) | 13.18498

T, Q) | 9476614

TirXFgas 7.960842

CarxFoas | -5,51941

Feas(Q) | 4,888245

Car(@) | 875195

Fonte: préprio autor.

Os dois primeiros termos de maior significancia apresentaram efeitos negativos,
indicando que em menores tempos de irradiacdo e fluxo de gés carreador, gera-se uma maior
resposta. Corroborando com o estudo univariado, um menor tempo de irradiacdo é suficiente
para a geragdo de uma alta concentracdo de espécies volateis e, em fluxos menores de gas
carreador, evita-se a diluicdo da nuvem atémica de Hg(0) no GLS e na célula de absorcé&o.
Observa-se também que o efeito linear da concentracdo de acido férmico e todas as interaces

entre as variaveis (CarxTir, CarxFess € TinrXFgas) foram significativos estatisticamente. Mesmo
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que o efeito linear da concentracdo de &cido férmico ndo tenha apresentado alta significancia,
este apresentou valor positivo para o seu efeito, indicando que a concentragdo no nivel alto
(10% v v) proporciona uma maior absorbancia em razao de uma maior quantidade de radicais
gerados pela fotolise do acido formico e que proporcionam a reducdo das espécies de Hg. Entre
o0s termos analisados, apenas o termo quadratico da concentracdo de acido férmico nao foi
significativo.

Portanto, de acordo com a verificacdo da significancia estatistica dos efeitos, foi
possivel propor a seguinte equacdo matematica (modelo) empregando apenas os termos

estatisticamente significativos a 95% de confianga (Equacéo 19):

Y =0,3553 + 0,0224X; - 0,0529X; + 0,00282X>? - 0,00117X3 + 2,0x10°X5? - 0,00178X1X; -
0,00003X1X3 - 0,00006X2X3 (19)

Tem-se que X1, X2 e Xz representam respectivamente a concentragdo de &cido
férmico, o tempo de irradiacdo UV na amostra e o fluxo de gas carreador. J4 Y representa o
valor predito para a absorbancia. O modelo de regressao foi verificado por analise de variancia
(ANOVA) para validacdo matematica. Realizou-se analise de residuos, que consiste em um
teste de significancia do ajuste do modelo com base na ANOVA. Para determinar a boa
adequacio do modelo utilizou-se o célculo do coeficiente de determinacdo (R?), que fornece
uma medida da proporc¢do da variacdo por meio da equacdo de regressdo. Para obter a maxima
variagdo que poderia ser explicada pelo modelo, utilizou-se o coeficiente de correlagdo (r). A
Tabela 8 ilustra os dados da ANOVA obtida para os ensaios, os quais foram utilizados para
verificar se o modelo quadratico do planejamento é significativo e preditivo ao nivel de

confianca estabelecido.

Tabela 8 — ANOVA para o Planejamento Composto Central de Face Centrada.

Fonte de Variagéo SQ GL MQ Feaic (95%)  Ftab (95%0)
5 0,047526 9 0,005281
Regressao (R) 26.40 368
Residuo () 0,001400 7 0,000200
- 0,001362 5 0,000272
Falta de Ajuste 14.14 19,30
Erro Puro 0,000039 2 0,000019
R2 0,9714
r maximo de 0.9992
variacio ’

Fonte: préprio autor.
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Com base na ANOVA, torna-se necessario a interpretacao de cada soma quadrética
para avaliacdo do modelo matematico. A Soma Quadratica da Regressdo (SQr) representa a
soma dos desvios das previsfes feitas pelo modelo em relacdo a média global. A Soma
Quadratica Residual (SQr) representa a soma das diferencas entre os valores observados e 0s
valores preditos. Em um modelo bem ajustado, a SQr deve ser bem pequena para que os valores
observados e os valores previstos sejam proximos. A SQr é obtida através da adi¢do da Soma
Quadratica devido ao Erro Puro (SQep) com a Soma Quadratica devida a Falta de Ajuste (SQra)
(SQr = SQep + SQra). A SQep fornece uma medida do erro aleat6rio que € o erro inerente aos
experimentos. JA SQra fornece medida da falta de ajuste do modelo. A Média Quadréatica (MQ)
descrita € a Soma Quadratica (SQ) divida pelo Grau de Liberdade (GL) (MQ = SQ/GL). Para
0 teste F da regresséo, calcula-se o valor do Fcaic por meio da diviséo entre a Média Quadratica
da Regressdao (MQr) com a Média Quadratica do Residuo (MQy) (Fcac = MQr/MQy). Para o
teste F da falta de ajuste, calcula-se o valor do Fcac por meio da diviséo entre a Média Quadrética
da Falta de Ajuste (MQra) com a Média Quadratica do Erro Puro (MQep) (Fcaic = MQra/MQEep)
em um nivel de confianca de 95%. Para que o0 modelo apresente significancia estatistica, o valor
do Feaic para a regresséo deve ser maior que 0 Ftab (Feaic > Fran) € para que o modelo ndo mostre
falta de ajuste, o valor de Fcaic para a falta de ajuste deve ser menor que 0 Ftab (Fcaic < Ftab).

Pela ANOVA apresentada na Tabela 8, mostra-se que o modelo matematico
proposto possui significancia estatistica no nivel de confianca de 95%, uma vez que o valor de
Feaic = 26,40, foi em torno de 7 vezes maior que o valor de Fran = 3,68 (Fcaic > Ftan). O modelo
ndo mostrou falta de ajuste devido ao valor da razdo (MQer/MQFa) ser de 14,40, relativamente
menor que 0 Feap = 19,30 (Fcarc < Fab), sugerindo que o modelo é adequado para fazer previsoes.
O valor do coeficiente de correlagdo (R?) foi de 0,9714. Portanto, 0 modelo pode explicar
97,14% da variancia total dos dados em torno da média (varia¢do no valor da absorbancia). Ja
com r =0,9992, o modelo fica bastante ajustado aos dados experimentais e é capaz de explicar
99,92% da variancia total.

Desta forma, o modelo quadratico gerado pelo FCCD é significativo e pode ser
utilizado para fazer previsdes. A variacdo matematica explicada por este modelo é semelhante
aos modelos gerados na literatura. Em um estudo de Gao et al. (2015a) para analise de As por
PVG-ICP-MS em agua do mar, utilizou-se de um Planejamento Composto Central que, ap6s
aplicacdo da ANOVA, foi possivel obter um R? de 97,7% em um dominio experimental que
incluia a concentracdo de acido formico e o fluxo de gas carreador. 1sso demonstra que, com
valores apropriados no dominio, € possivel obter alta correlacdo entre dados e previsdo através

de um modelo matemaético.
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Observa-se no gréafico de valores observados versus valores preditos (Figura 20A),
a aleatorizacdo na distribuicdo dos pontos em torno da reta, indicando que os desvios positivos
e negativos se encontram na mesma magnitude. Observa-se ainda que os pontos de predicao do
modelo estdo bem préximos da reta devido ao alto valor do R?, estando adequado para fazer
inferéncias sobre o comportamento dos dados no dominio estudado. Examinando o grafico de
residuos para 0 modelo quadratico (Figura 20B) é possivel constatar que os residuos estdo bem
distribuidos aleatoriamente em torno do zero, sem apresentar estrutura uniforme ou tendéncias.
Segundo Coelho et al. (2018), a distribuicdo aleatoria de residuos é um requisito necessario para

confirmar se um modelo matematico é adequado para os dados experimentais.

Figura 20 — (A) Gréfico de valores observados versus valores preditos e (B) grafico de residuo do Planejamento
Composto Central de Face Centrada.
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Fonte: préprio autor.
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Por meio dos resultados obtidos pela anélise de gréafico de valores observados
versus valores preditos e pelo gréafico de residuos, observa-se que o modelo quadratico é bem
significativo e ndo mostrou evidéncia de falta de ajuste.

Construiu-se superficies de resposta para 0 modelo quadratico apresentado. Nas
Figuras 21A e 21B, que representam a concentracdo de &cido formico versus o tempo de
irradiacdo e concentracdo de &cido formico versus fluxo de gas carreador respectivamente,
observa-se que a resposta maxima esta situada quando se aumenta a concentracdo do acido
formico do meio e quando simultaneamente diminua-se o tempo de irradiacdo UV da amostra
e fluxo de gas. Analisando graficamente a Figura 21C, que representa o tempo de irradiacdo
versus o fluxo de gés, resposta maxima também € obtida quanto utiliza-se valores minimos
destas variaveis. Estes dados corroboram com os dados obtidos do estudo univariado,
indicando ainda mais que € necessario maiores concentracdes de acido férmico para a geracédo
de uma quantidade significativa de radicais, menor tempo de irradiacéo para a reducdo do Hg e
menor fluxo de gas carreador para o transporte e separagdo eficiente das espécies volateis.
Portanto, de acordo com a Tabela 9 é possivel obter através de valores otimizados, uma
absorbancia méaxima quando se utiliza 10% v v* de acido formico, 4 segundos de irradiacéo

UV e 50 mL min para o fluxo de gés carreador.

Tabela 9 — Condic@es otimizadas do sistema PVG-CVAAS.

Parémetro Condigéo 6tima
Configuracao do Reator Fotoquimico Reator (A) - 19 W com fluxo interno
Separador Gas-Liquido GLS (D) - labmade
Tipo de Precursor Orgéanico Acido Férmico
Concentracédo de Precursor Organico 10% v v
Tempo de Irradiacdo UV-C 4 segundos
Fluxo de Gas Carreador 50 mL min?

Fonte: préprio autor.
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Figura 21 — Superficies de Resposta para o Planejamento Composto Central de Face Centrada, (A) concentracéo
de é&cido formico x tempo de irradiagdo, (B) concentracao de acido formico x fluxo de gas, (C) tempo de
irradiacéo x fluxo de gaés.
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Fonte: prdprio autor.
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5.8 Parametros de desempenho

Devido a matriz complexa de alimento a base de atum para gatos, duas estratégias
de calibracdo foram empregadas para a quantificacdo de HgT apds a otimizacao do sistema. Na
primeira estratégia, utilizou-se solugdes preparadas a partir de um padrdo aquoso de Hg(I1) para
produzir uma curva de calibracdo e, na segunda estratégia, a calibracdo do método foi realizada
por meio da analise de solugbes amostra de alimento fortificadas com concentragédo de Hg(ll)
variando de 0 a 10 ug L. As duas curvas de calibragdo aplicando diferentes métodos s&o
ilustradas na Figura 22. A curva por calibracdo externa utilizando padréo aquoso exibiu equacéo
de regressdo de y = 0,0365x - 0,0076; r = 0,9992 (n = 3). Ja a curva pelo método de adicdo de
padréo exibiu faixa linear de 0 a 10 ug L com uma equacio de regressio de y = 0,032x -
0,0064; r = 10,9987 (n = 3) utilizando as condi¢des otimizadas do método. Em ambas as curvas
os coeficientes de correlacdo (r) foram maiores que 0,99, indicando 6tima correlagdo entre 0s
dados. Pode-se observar que, por meio da razdo entre os dois coeficientes angulares das curvas,
ndo houve diferenca significativa, de modo que a matriz ndo interfere no sinal de Hg, mesmo
com a supressdo de sinal na curva com adi¢do de padrdo causada pela matéria organica e

opacidade das solugdes amostra.

Figura 22 — Curvas analiticas para calibracdo do método.
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Fonte: préprio autor.

A similaridade dos coeficientes angulares demonstra que a estratégia de calibracédo

externa pode ser usada para determinar a concentracdo de HgT em amostras alimenticias
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utilizando padrdes preparados apenas em écido formico 10% v v, Desta forma, o método
torna-se mais rapido e vantajoso para anélise de rotina. Relata-se na literatura o uso do método
do padrdo externo para analise por PVG-CVAAS em vez do método por adi¢cdo de padréo. Isto
ocorre devido a eficiéncia da fotogeracdo de espécies volateis de Hg oriundas das espécies
organicas do analito, o que indica a alta capacidade do sistema em liberar 0 Hg através da quebra
das ligacGes de Hg—C. Da Luz Potes et al. (2016), por exemplo, utilizaram o método de
calibracdo externa para quantificacdo de Hg em tecidos de peixes por PVG-GFAAS e, Da Silva
et al. (2012), também utilizaram o mesmo método de calibracdo para a quantificacdo de Hg em
biocombustiveis por PVG-CVAAS. Como a maior parte do Hg presente nas amostras de
alimentos a base atum é na forma de CH3Hg", sugere-se que o sistema PVG-CVAAS deste
trabalho também apresente alta capacidade de quebrar ligacdes via reacOes fotoquimicas,
estabelecendo assim, a curva analitica utilizando apenas solucédo padrao de Hg(ll).

Apos a definicdo da estratégia de calibracdo, determinou-se as figuras analiticas de
mérito. Para a validagdo da exatiddo foram analisados materiais de referéncia certificados
(CRM) de DOLT-3 (Dogfish Liver) e DORM-1 (Fish Protein). Ambos foram preparados em
triplicata conforme descrito na sec¢édo 4.4 e analisados de acordo com as condi¢des otimizadas
da Tabela 9. Os resultados estdo sumarizados na Tabela 10, onde é comparado a concentracdo
de HgT obtida com a concentragéo indicada no CRM.

Tabela 10 — Determinacéo dos valores de concentracdo de HgT em CRM.

CRM Valor Valor Recuperacdo  RSD
experimental (mg kg?)  certificado (mg kg?) (%) (%)

DOLT-3 3,690+ 1,69 3,37+0,14 109,5 4,98
DORM-1 0,755 £ 0,440 0,798 £ 0,074 92,8 6,63

Valores em média + intervalo de confianga (IC).
Fonte: préprio autor.

Demonstra-se que os valores determinados experimentalmente nos dois CRM’s
estdo de acordo com os valores certificados, ndo sendo encontrando nenhuma diferenca
estatistica entre as médias a 95% de confiancga utilizando o teste t-Student. Foi possivel obter
uma faixa de recuperagdo percentual de 93-110%, evidenciando a exatiddo do método para a
determinacdo de HgT em matrizes bioldgicas oriundas de peixes. Os valores de desvio-padrdo
relativo (RSD) demonstram que existe baixa variagdo e 0tima precisdo na analise das amostras,

sendo obtido uma pequena faixa de 5-6%. A repetibilidade estimada como preciséo e expressa
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em termos de desvio-padréo relativo por meio de 11 replicatas de solugdes de 2,0 ug L de
Hg(ll) foi inferior a 5%, demonstrando uma precisdo relativamente boa para o0 método. A
Tabela 11 apresenta os valores de LOD e LOQ correspondentes a 3 e 10 vezes o desvio-padrédo
de 10 medidas da solucdo do branco analitico do método, respectivamente, e dividido pela

inclinagéo da curva de calibragdo.

Tabela 11 — Figuras analiticas de mérito para determinacdo de HgT.

Parametro Resposta
Faixa linear (ug L) 0-10
Regressdo Linear y = 0,0365x + 0,0076
r 0,9992
LOD (ug kg™) 0,28
LOQ (Hg kg™) 0,92
Repetibilidade (n =11) 4,2

Fonte: préprio autor.

Para fins de comparacéo, a Tabela 12 sumariza alguns LOD de técnicas presentes

na literatura para determinacdo de Hg por meio da geracédo de vapor.

Tabela 12 — Limites de deteccdo para determinacdo de Hg utilizando diferentes técnicas.

Técnica Agente Redutor LOD (ug kg) Referéncia
FERNANDEZ et al.
CVAAS NaBH4 97 (2015)
NASCIMENTO NETO et
CVAAS SnCl, 4,9 al. (2012)
CVAFS SnCl> 0,9 DA SILVA et al. (2010)
PVG-CVAAS  Acido Férmico 25 LOPEZ-ROUCO et al.
(2008)
PVG-CVAAS Acido Férmico 6-10 VIEIRA et al. (2007)
PVG-GFAAS Acido Formico 300 DA LUZ POTES etal.
(2016)
PVG-ICP-MS Acido Formico 0,0005 LIU et al. (2013)

Fonte: proprio autor.
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Como pode ser visto, 0 LOD deste trabalho foi menor do que o reportado por Da
Luz Potes et al. (2016), no qual utilizou-se PVG-GFAAS para a determinacdo de Hg em peixes.
Cabe ressaltar que estes autores utilizaram um GFAAS, sendo uma técnica com maior
sensibilidade analitica comparado a usada neste trabalho e, mesmo assim, obteve-se um LOD
maior quando comparado a técnica menos sensivel como 0 PVG-CVAAS. Também foi possivel
obter um valor de LOD menor comparado a técnicas que utilizaram o mesmo sistema de
deteccdo. Lopes-Rouco et al. (2008) e Vieira et al. (2007), por exemplo, obtiveram LOD em
torno de 21 a 89 vezes maior do que o relatado neste trabalho. A técnica também mostrou-se
ser mais sensivel comparado ao sistema CVAAS utilizado por Ferndndez et al. (2014) para
determinacdo de Hg também em amostras de peixes, devido a obtencdo de um menor LOD.
Ressalta-se que 0 LOQ deste método esta bem abaixo das concentracfes de HgT para 90% das
amostras analisadas (Tabela 13). Deste modo, 0 método proposto se mostra viavel e com

potencialidade para determinacdo de HgT em alimentos para gatos de estimacé&o.
5.9 Avaliacéo do teor de HgT

Apos a otimizacédo das condigdes experimentais do método PVG-CVAAS e escolha
da estratégia de calibragdo, 10 amostras de alimentos umidos enlatados a base de atum para
gatos de estimacdo foram analisadas a fim de determinar o teor de HgT, estimar a ingestdo
diaria do elemento e avaliar a exposicao tdxica e potenciais riscos para a satde destes animais.
De acordo com a Tabela 13, o teor de HgT foi determinado em 9 amostras das 10 amostras
analisadas. Destas 10 amostras, 3 continham ingrediente Unico e principal constituido de atum,
2 amostras com ingredientes a base de atum e camardo, 2 amostras de atum com kani (comida
tipica do Japdo feita com carnes de peixes em formato de bastdo e sabor imitacdo de carne de
caranguejo), 1 amostra de atum com lula e 1 amostra com ingredientes a base de frango com
atum, onde o frango de acordo com o roétulo do fabricante, era o ingrediente principal.

Devido ao frango ndo ser um animal que bioacumula Hg no meio ambiente, a
concentracdo do elemento na amostra 10 ficou abaixo do LOQ do método, ndo sendo possivel
a sua quantificacdo. As maiores concentracdes de HgT foram observadas nas amostras 1 e 3,
cujo Unico ingrediente era a base de atum, com concentragdes de 0,388 + 0,014 mg kg™ e 0,266
+ 0,036 mg kg!, respectivamente. A amostra 2 apresentou teor de HgT de 63,1% a menos que
aamostra 1 e 46,2% a menos que a amostra 3, mesmo que o ingrediente das trés amostras fosse
igual. Possivelmente, esta variagdo ocorreu devido as amostras serem de lotes e marcas

diferentes, o que acarreta diferenca significativa da concentracdo do elemento disponivel no
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alimento comercial. As amostras que continham mais de um ingrediente apresentaram menores
teores de HgT, devido ao segundo ingrediente ser oriundo de peixes ou frutos do mar que
bioacumulam menores teores de Hg. A amostra 5 por exemplo, apresentou 0 menor teor (0,035
+ 0,028 mg kg™) em razdo do salmdo ndo ser um peixe predador e ter baixas concentragdes de
Hg comparado a peixes predadores, sendo o teor percentual de 91% de HgT a menos em
comparagao a amostra com a maior concentracao de HgT.

Tabela 13 — Concentracdo média de HgT nos alimentos a base de atum para gatos (n = 3).

Amostra Composicéo HgT (mg kg?)
1 Atum 0,388 £ 0,014
2 Atum 0,143 + 0,067
3 Atum 0,266 + 0,036
4 Atum com Lula 0,122 £ 0,014
5 Atum com Salméo 0,035 £+ 0,028
6 Atum com Camarao 0,089 + 0,028
7 Atum com Camaréo 0,196 + 0,005
8 Atum com Kani 0,058 + 0,035
9 Atum com Kani 0,138 + 0,094
10 Frango com Atum ND*

Valores em média + desvio-padrdo. ND = N&o detectado
Fonte: préprio autor.

Outro fator que pode ter resultado em concentragdes mais baixas em amostras com
dois ingredientes € a presenca de peixes de enchimento nas receitas de alimentos que ndo foram
relatadas na lista de ingredientes. De acordo como Luippold & Gustin (2016), outros compostos
podem estar presentes nas amostras de alimento e como existem requisitos limitados de
listagem de alimentos para animais de estimacdo, pode haver outros ingredientes incluidos que

n&o estao devidamente descritos nos rétulos, tornando a proporcéo relativa de componentes dos
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alimentos imprecisa. Os mesmos autores relataram concentragdes em amostras de racOes de
cies a base de atum inferiores a 0,100 mg kg, sugerindo a diluicio da amostra com outros
compostos. Ja& outras amostras de racdo para cdes contendo salmdo apresentaram alta
concentracdo de HgT comparado a ragdes com atum.

Como relatado anteriormente, ndo ha diretrizes regulatérios do teor de elementos
toxicos presentes em alimentos para animais de estimacao no Brasil. No entanto, a Diretiva da
Comissio Europeia estabeleceu o limite maximo do teor de HgT de 0,4 mg kg em alimentos
completos para animais de estimacio (COMISSAO EUROPEIA, 2005). Nenhuma das
amostras descritas na Tabela 13 excederam o limite apresentado. A amostra 1, com maior
concentracdo de HQT, apresentou um teor de 3% a menos comparado ao limite estabelecido.

Faixas variaveis na concentracdo de Hg em alimentos para cdes e gatos foram
relatadas anteriormente. Um estudo feito por Luippold & Gustin (2016) analisou 101 amostras
de alimentos imidos e secos para caes e gatos, onde 14 das amostras analisadas que continham
peixe como ingrediente principal apresentaram concentragdes de HgT acima de 0,100 mg kg™.
As amostras para gatos apresentaram as maiores concentracoes. Foi determinado concentragdo
de HgT superior ao relato no presente estudo. Uma amostra de alimento para gato apresentou
concentragéo de HgT de 0,604 mg kg, sendo 35,8% maior o teor do elemento em comparagéo
a amostra 1 da Tabela 13. Baixas concentragdes no estudo de Luippold & Gustin (2016) foram
verificadas em alimentos com truta (0,032 mg kg™) e com atum ao molho (0,071 mg kg™).

Em outro estudo analisou-se os teores de HgT e CHsHg" em 24 amostras de
alimentos para cdes. O teor de HgT foi determinado em 3 amostras e apenas uma amostra
resultou em teste positivo para CHsHg". Uma das amostras apresentou teor de HgT de 0,49 mg
kg™, sendo 20,8% maior o teor em comparagio com a amostra 1. Ressalta-se que esta amostra
ndo continha quaisquer ingredientes a base de peixe ou 6leo de peixe, sendo 0 Hg oriundo de
outros componentes do alimento. Os autores sugeriram que as concentragdes documentadas no
estudo apresentaram baixo risco para cdes adultos saudaveis de qualquer tamanho consumindo
as dietas amostradas (SIRES et al., 2019).

Os teores de HgT quantificados pelo sistema PVG-CVAAS foram mais altos do
que o relatado por estudo brasileiro de Paulelli et al. (2018), onde avaliou-se 88 alimentos secos
e enlatados, incluido 14 alimentos para gatos. Os teores de HgT em alimentos para gatos foram
significadamente maiores do que para os cédes. No estudo de Paulelli et al. (2018), quantificou-
se teores de 0,001 a 0,079 mg kg™ em alimentos para gatos, sendo 7 amostras da Tabela 13 com
concentragdes de HgT superiores aos valores encontrados pelos autores. A grande diferenca

entre os valores de HgT determinados utilizando o sistema PVG-CVAAS em comparagdo com
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o relatado pelos autores pode ser devido também ao tipo e 0 modo de producgdo do alimento
analisado. Algumas dietas para gatos séo produzidas a partir do processamento de pequenas
quantidades de atum e quantidades apreciaveis de farinhas, gomas, corantes, miudos de outros
animais e aditivos alimentares, o que leva a diminuicdo de quantidades traco de Hg em
comparagao a alimentos que contém somente atum e 6leo de peixe como ingredientes.
Semelhante ao presente estudo, no qual foi identificado HgT em 90% das amostras
com atum como ingrediente majoritario e concentracdo indetectavel para amostra a base de
frango, em um estudo realizado por Kim et al. (2018) identificou-se maiores concentracdes de
HgT em 17 dos 51 alimentos para cdes cujo ingrediente principal também era a base de peixe.
Os resultados em termos energéticos, mostrou que o valor mais alto para HgT foi de 0,0139 mg
Mcal? para alimentos com peixe. Ja para alimentos a base de carne vermelha, a maior
concentracdo identificado foi de 0,0064 mg Mcal™ e, para alimentos & base de frango, a maior

concentraco foi de 0,0023 mg Mcal™.
5.10 Avaliacdo da ingestao diaria estimada de HgT

De acordo com os resultados da Tabela 13, calculou-se a ingestdo diaria estimada
(IDE). Os resultados para cada amostra estéo ilustrados na Figura 23.

Figura 23 — Ingestdo diéria estimada de HgT para gatos com consumo de 0,150 kg de alimento e com peso
corporal de 2,5 kg.
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Segundo Paulelli et al. (2018), o IDE é uma previsao da ingestdo diaria com base
na quantidade do elemento quimico determinado em amostras de alimentos para animais de
estimacdo e nos melhores dados de consumo de alimentos disponiveis para uma populacao
especifica. Como a amostra 10 apresentou concentracdo de HgT abaixo do LOQ do método,
ndo foi possivel realizar o célculo de IDE. Pela Figura 23, infere-se que o IDE é diretamente
proporcional ao teor de HgT presente nos alimentos. Sendo assim, quanto maior a concentragéo
do elemento, maior sera a ingestdo diaria de HgT para o gato. Como a amostra 1 apresentou a
maior concentracdo de HgT, gatos consumindo teoricamente este alimento teriam IDE de
0,0233 mg dia! x kg pc de HgT, assumindo peso médio do animal de 2,5 kg e consumo diario
de 0,150 kg de alimento. A ingestdo para os gatos em relacdo a alimentos com concentragéo de
HgT igual a amostra 1 oferece uma ingestao diaria com 91% a mais de HgT em comparacao ao
IDE calculado da amostra 5 (0,0021 mg dia?® x kg pc), cuja concentragdo foi a mais baixa
relatada. Todas as 9 amostras apresentaram IDE superior ao relatado por Paulelli et al. (2018),
cujo IDE variou em uma faixa de 7,0x10° - 0,00104 mg dia* x kg pc para alimentos secos e
enlatados para cdes e 0,0011 - 0,00175 mg dia® x kg pc para alimentos também secos e
enlatados para gatos.

Em um estudo realizado por Charbonneau et al. (1976), administrou-se doses de
0,003 a 0,176 mg dia™ x kg pc de CHsHg"em grupos de 8 a 10 gatos adultos utilizando peixes
contaminados durante 7 dias por semana durante 2 anos. Grupos que receberam a dosagem
méaxima apresentaram ataxia, perda de equilibrio e descoordenacdo motora apds 14 semanas de
ingestdo diaria. Ja grupos que consumiram 0,074 mg dia* x kg pc apresentaram sinais clinicos
de toxicidade apds 40 semanas e com teor de Hg no sangue e no cérebro de 10 mg L%, Nenhum
efeito foi apresentado em grupos que consumiram no maximo 0,020 mg dia™® x kg pc durante 2
anos. Mesmo que gatos consumissem alimentos diariamente com a mesma concentracdo de
HgT da amostra 1 de acordo com a Tabela 13 e a Figura 21, o IDE ficaria abaixo da dose para
o desenvolvimento de sinais clinicos (0,074 mg dia™* x kg pc), sendo esta dose 68,5% maior em
comparagao a amostra 1 (0,023 mg dia x kg pc).

Em outro estudo realizado, onze cdes receberam dozes de 0,5 mg dia* x kg pc de
CHsHg" (uma dose 22 vezes maior que este estudo), onde ap6s uma semana desenvolveram
problemas visuais e motores devido a disfungdes fisioldgicas dos neurénios (MATTSSON et
al., 1981). Ja o reportado por Davies et al. (1977) em um estudo toxicologico de Hg em cées,
revelou-se que uma dose diaria de 0,43 a 0,64 mg dia® x kg pc durante 34 e 63 dias gerou
diversos sinais clinicos como toxicose, lesées no cortex cerebral, cerebelo e medula espinhal,

resultando no 6bito dos animais. J4 uma dose mais baixa de 0,12 mg dia* x kg pc por mais de
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1 ano, resultou em lesdes no cortex cerebral sem sinais clinicos e aumento progressivo no
colesterol total.

Ganther & Sunde (2007) avaliaram o efeito de dietas a base de atum contendo Hg,
onde foi relatado que os gatos toleraram concentracdes de Hg na dieta de até 3 mg kg™ por 21
semanas sem mostrar sinais clinicos. No entanto, com um aumento de 50% no nivel de Hg,
todos os gatos vieram a obtido entre 24 e 33 semanas. Isso reflete que uma bioacumulacdo de
Hg no organismo pode ser altamente prejudicial para animais de estimacdo e emocionalmente
relevante para os seus donos.

Para o desenvolvimento de sinais clinicos e comprometimento neuroldgico,
baseando-se no presente estudo, gatos de estimacdo deveriam teoricamente ingerir uma dose
em torno de 3 vezes maior o teor de HgT presente na amostra 1 e 35 vezes maior para a amostra
5, supondo a dose toxica reportada de 0,074 mg dia™* x kg pc. Desta forma, um alimento a base
de atum que ocasionasse em efeitos toxicologicos deveria conter aproximadamente 1,25 mg kg
! do metal pesado. Ressalta-se entfo que o conjunto de amostras analisadas e comercialmente
vendidas no Brasil podem apresentar baixo risco toxicol6gico para o consumo diario por gatos

adultos e saudaveis de estimacdo em comparacao ao relatado na literatura.
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6 CONCLUSAO

Por meio do sistema PVG-CVAAS foi possivel avaliar que diferentes parametros
instrumentais como a configuracdo de reatores fotoquimicos e GLS influenciaram
significadamente na geracdo de espécies volateis de Hg. Observou-se que o percurso analitico
com material a base de quartzo e o comprimento de onda de trabalho da lampada UV-C de 19
W sdo os fatores que proporcionaram maximizacdo na geracdo de sinal em relacdo a
configuracdo do reator fotoquimico. Ja em relacdo a influéncia da configuracdo de GLS,
demonstrou-se que o separador feito de matérias de baixo custo como tubo de polipropileno
para centrifuga foi mais promissor. Com o uso deste GLS, aliado a simplicidade do método de
preparo de amostra, gerou-se baixo custo para a anélise.

Através de uma analise rigorosa de parametros experimentais, determinou-se que
foi necessario concentracdo mais alta de &cido formico, menor tempo de irradiacdo e menor
fluxo de gas carreador dentro das faixas estudas para a maximizacao do sinal analitico. Com o
menor tempo de irradiacdo UV relatado até agora na literatura, o0 método torna-se mais
vantajoso para analise de rotina. O método também mostrou excelente precisdo e exatidao e
com um LOD menor comparado a outras técnicas convencionais.

Das 10 amostras de alimentos para gatos analisadas utilizando os parametros
otimizados do sistema PVG-CVAAS, nenhuma destas apresentaram teores acima do
estabelecido por agéncias reguladoras. Nenhuma das amostras apresentou IDE superior ao
considerado teoricamente toxico para 0s gatos. Desta forma, os alimentos disponiveis
comercialmente para gatos no Brasil podem representar baixo risco toxicolégico em relacdo a
contaminacdo por Hg, proporcionando assim, menor preocupacao para os seus donos. Contudo,
é importante ressaltar que alimentos para gatos contendo atum enlatado devem servir apenas
como alimentacdo complementar e ndo como racao diéria. Portanto, foi possivel desenvolver
um método analitico simples, rapido, de baixo custo e com maior capacidade analitica em

relacdo a métodos convencionais de analise para a determinagdo de HgT em pet foods.
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