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RESUMO

Neste trabalho foram propostos métodos analiticos para a determina¢do dos teores de Na',
K" e Mg?" e determinacdo simultanea de CI', SO4*, HCO3,, NOs™ e NO» em amostras de dgua
provenientes de viveiros de criacdo de camardo, empregando as técnicas de espectrometria de
emissdo e absorcao atomicas com chama e eletroforese capilar com deteccdo UV. Os métodos
foram aplicados em 6 (seis) amostras provenientes de diferentes sistemas de criagdo de camarao.
A precisdo, medida pelo RSD (n=10), ficou abaixo de 4 % para os cations e abaixo de 5,0 % para
os anions, indicando baixa dispersao dos dados. Em relagdo a exatiddo, os métodos obtiveram
recupera¢des médias (n=3) de 102 % para Na', 96 % para K e 95 % para Mg?", 98 % para CI", 100
% para SO4* e 99 % para HCO3™ e NOs". Os limites de quantificacdo dos métodos variaram entre
85 e 814 mg/L para os cations e entre 9 e 326 mg/L para os anions. No desenvolvimento do método
por eletroforese capilar de zona, foi usado eletrolito composto por KoCrOs* 60 mM, CTAB 2,5
mM, acetonitrila 0,88 % (v/v) e metanol 2,6 % (v/v), otimizado a partir de um planejamento de
misturas composto por 6 (seis) diferentes condi¢des de BGE, e tendo como parametros a estatistica
de resolugdo cromatografica (CRS) e os ensaios de repetibilidade para tempos de migragao e areas
de pico (n=6). Determinaram-se os raios hidratados dos anions em cada uma das 6 (seis) condi¢des
avaliadas no planejamento de misturas. A adi¢cdo dos solventes organicos metanol e acetonitrila
resultou na diminuigdo dos raios solvatados dos anions, entre 4 ¢ 12 %, diminuindo a interagao
analito-parede do capilar e aumentando a seletividade do método. Na quantificagao dos ions, os
teores determinados de Na*, K* e Mg?* variaram até 244, 300 e 330 %, respectivamente, entre as
diferentes amostras; a concentracao de CI” variou até 262 %, enquanto SO4, HCO3™ ¢ NO3™ variaram
4000, 341 e 2900 %, respectivamente. Foram feitos estudos de viabilidade para o desenvolvimento
de um kit para a quantificagao de potéssio por via imida, que indicaram a possibilidade de um kit
semiquantitativo para determinagdo do analito, considerando a massa do precipitado formada a
partir da adicdo de tetrafenilborato de so6dio a solugdo. Todos os métodos desenvolvidos se
mostraram confidveis e aplicaveis em rotinas de analise, seja pela sua relativa simplicidade, seja

pelo custo moderado de operagdo dos equipamentos empregados.

Palavras-chave: Validacdo analitica. Carcinicultura. Espectrometria atobmica. Raio i6nico.

Eletroforese capilar. Kit para quantificagao de potéssio.



ABSTRACT

In this work, analytical methods were proposed for the determination of Na*, K* and Mg?*
contents and the simultaneous determination of Cl-, SO4*, HCO3", NOs e NO; in shrimp farming
water samples, using atomic absorption and emission spectroscopy and capillary electrophoresis
with UV detection. The methods were applied in 6 (six) samples coming from different shrimp
farming. The precision, measured by the RSD (%) (n=10), was below 4.0 % for cations and below
5.0 % for anions, thus presenting low data dispersion. Regarding accuracy, the methods obtained
mean recoveries (n=3) of 102 % for Na*, 96 % for K* and 95 % for Mg?*, 98 % for CI", 100 % for
S04 and 99 % for HCOs™ and NOs™. The quantification limits of the methods varied between 85
and 814 mg/L for cations and between 09 and 326 mg/L for anions. In the development of the
capillary electrophoresis method, an optimized electrolyte consisting of KoCrO4 60 mM, CTAB
2.5 mM, acetonitrile 0.88% and methanol 2.6% (v/v) and a pH range between 8.0 and 8.5 was used.
Its optimization was performed from a mixture design, considering 6 (six) different electrolyte
composition conditions, and having as parameters the chromatographic resolution statistics (CRS)
and repeatability tests (n=6) for migration time and peak area. The hydrated radii of the anions
were also determined in each of the 6 (six) conditions evaluated in the experimental mixture design.
The addition of the organic solvents methanol and acetonitrile reduced the ion-analyte interaction
in the solution, causing a decrease in the anion radii, between 4 and 12 %; methanol showed the
greatest decreases in the anion-solvent interaction. As for the quantification of the cations in the
samples, the determined contents of Na*, K™ and Mg?* varied up to 244, 300 and 330 % among the
samples, respectively; and for the ions, the concentration of Cl varied up to 262 %, while SO4’,
HCO3™ e NO3™ varied up to 4000, 341 and 2900 %, respectively. Viability studies were carried out
for the development of a wet based kit for potassium quantification, which results indicated the
possibility of a semi-quantitative approach for this analyte determination, from the mass of the
precipitate formed in solution after reacting with tetraphenylborate. The developed methods proved
to be reliable and applicable in routine analysis, either due their relative simplicity or the moderate

cost of the operational equipment used.

Keywords: Analytical validation. Shrimp farming. Atomic spectrometry. Ionic radii. Capillary

electrophoresis. Kit for potassium quantification.
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1 INTRODUCAO

Faz-se nas proximas se¢0es uma revisao bibliografica acerca da atividade de carcinicultura
no Brasil, bem como aspectos relevantes relacionados a qualidade da agua utilizada nos viveiros
de criagdo de camarao e técnicas analiticas disponiveis para a quantificagdo dos compostos 10nicos

dissolvidos.
1.1 ASPECTOS GERAIS DA ATIVIDADE DE CARCINICULTURA NO PAIS

A carcinicultura é um ramo especifico da aquicultura® voltado para a criacio de camardo em
cativeiro, seja em ambiente marinho, seja em ambiente de dgua doce (RIBEIRO, L. et al., 2014).
A atividade se encontra em expansao no Brasil, especialmente devido ao crescimento da demanda
por alimentos mais nutritivos e saudaveis, tal como ¢ o camarao, e devido a boa receptividade e
possibilidade de expansao do produto brasileiro no mercado internacional (ROCHA, 2018). Apesar
dos impactos provocados pela pandemia do coronavirus, o setor cresceu 33 % no ano de 2020,
majoritariamente devido ao aumento do consumo no mercado interno. Aliado a isso, a retomada
da exportagdo do produto para a Asia, embora ainda de maneira timida, e a possibilidade de
exportacdo para os Estados Unidos e a Unido Europeia, ajudam a explicar a boa expectativa de
crescimento desse mercado para os proximos anos (CARVALHO, 2021).

A historia da carcinicultura no pais se inicia na década de 1970, no Rio Grande do Norte,
quando foi criado um centro para pesquisa e producao de pos-larvas de camardes marinhos
(MADRID; WURMANN, 2011) e em Santa Catarina, onde eram desenvolvidas pesquisas em
reprodugao, larvicultura e engorda (CAVALCANTI ef al., 2005). Entre os anos de 1978 e 1984, o
governo do Rio Grande do Norte desenvolveu experiéncias com camardes da espécie
Marsupenaeus japonicus que nao deram resultados satisfatorios, devido a baixa adaptabilidade da
espécie as variagdes bruscas da salinidade do ambiente, causadas pelo fim da estiagem na regiao;
também foram mal sucedidas, nos anos seguintes, as tentativas de domesticacdo das espécies

nativas Farfantepenaeus brasiliensis, Farfantepenaeus subtilis e Litopenaeus schmitti (FREIRE;

'Aquicultura ¢ definida como o cultivo de organismos que vivem em agua marinha, salobra ou doce,
abrangendo, portanto, somente organismos aquaticos e anfibios. Além da cria¢do de camardo, a atividade
inclui a criacdo de ostras (ostreicultura), peixes (piscicultura) e ras (ranicultura) (RIBEIRO, L.et al., 2014).
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BALDI, 2014). Nestes casos, entre os fatores que contribuiram para os resultados aquém do
esperado pode-se citar o desconhecimento das necessidades proteicas dos camardes e a falta de
Insumos.

Apesar disso, como exemplifica Natori et al. (2011), conhecimentos importantes foram
adquiridos durante esses anos, especialmente em relagdo ao manejo da agua, reprodugdo e
larvicultura dos espécimes.

Na década de 1990, foi introduzido no pais o camarao da espécie Litopenaeus vannamei,
também chamado de camarao-branco-do-pacifico, ainda hoje o principal produto da carcinicultura
brasileira (TAHIM et al., 2018). Devido a boa adaptabilidade da espécie as condi¢des climaticas e
ambientais do pais e ao seu rapido crescimento, em 2003, o Brasil j& era o sexto maior produtor
mundial de camarao (ROCHA, 2018). Nos anos seguintes, entretanto, principalmente entre 2005 e
2011, o setor experimentou um periodo de declinio e estagnacdo, cuja causa principal foi o
aparecimento de doengas virais, entre elas, a doenca da mancha branca, que acometeu as fazendas
de cultivo, causando prejuizos de milhdes de dolares ao setor (CAVALCANTI et al., 2005). A
partir de 2012, o setor comega a se recuperar, muito em funcao da introducao ou aperfeicoamento
de novas tecnologias, abrangendo toda a cadeia de producdo, desde os fornecedores de insumos
(ragdo, fertilizantes, etc) e medidores de parametros fisico-quimicos, até implementagao de novos
sistemas de criagdo do camardo e melhoramento genético (TAHIM et al., 2018).

Essas novas tecnologias tém permitido a interiorizag@o da atividade de carcinicultura no pais,
para as chamadas aguas meso (salinidade entre 5 e 18 ppmil) e polihalinas (salinidade entre 19 e
30 ppmil), cuja iniciativa se deve em grande parte ao adensamento das fazendas nos estudrios, a
expansao do mercado consumidor e ao aumento da especulagdo imobiliaria no litoral (TAHIM et
al., 2018), e a substituicdo dos sistemas extensivos (0,5 a 4 camardes/m?) e semi-intensivos (6-20
camardes/m?) de produgdo para sistemas intensivos (20-100 camardes/m?) (NUNES, 2019).

A base produtora da carcinicultura brasileira ¢ predominantemente formada por micro (60
%), pequenos (15 %) e médios (20 %) carcinicultores (CARVALHO, 2021), concentrados
majoritariamente na regido Nordeste, com destaque para os Estados do Rio Grande do Norte,
Ceara, Bahia, Sergipe, Paraiba e Piaui. De acordo com a Pesquisa da Pecuaria Municipal - PPM,
feita pelo IBGE, em 2020, os Estados da regido Nordeste foram responsaveis por 99,6 % da
produgdo nacional, com Rio Grande do Norte e Ceara, representando, respectivamente, 38,2 e 30,2

% do total nacional produzido.
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Essa grande diferenca em relacdo aos outros Estados estd relacionada a extensa faixa
litoranea nordestina e as condigdes climatologicas, hidrologicas e topograficas favoraveis
encontradas na regido (CASTRO; PAGANI, 2004). A atividade também esta presente nos Estados
do Pard, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Parand, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul, de acordo
com o mesmo documento.

Como exemplifica Cavalcanti et al. (2005) e Ribeiro, L. et al. (2014), o crescimento
sustentado e com alta produtividade do setor depende da implementacdo de boas praticas de manejo
e biosseguranca, além da produgdo de conhecimento técnico-cientifico na area e capacitagao de
mao-de-obra, de modo que se busque, continuamente, o aprimoramento do diagnéstico e
tratamento de enfermidades, a analise € o monitoramento dos parametros fisicos e quimicos das
aguas de criagdo, discutido a seguir, o conhecimento das necessidades nutricionais dos espécimes,
melhores insumos alimentares ¢ sistemas de criagdo mais eficientes.

Um outro aspecto da atividade carcinicultora, que a torna importante do ponto de vista social,
trata-se da sua capacidade de absor¢do de mao-de-obra local, portanto, diminuindo a migragao, e
de geragdo de renda, ja& que ¢ majoritariamente praticada por pequenos ¢ médios produtores

(ROCHA, 2020).

1.2 MONITORAMENTO DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA USADA NOS
VIVEIROS DE CRIACAO DO CAMARAO

De acordo com Cavalheiro et al. (2016), a agua usada nos viveiros de criagdo de camarao
necessita de um controle e monitoramento constante da sua qualidade, a fim de garantir adequado
crescimento, reprodugdo e sobrevivéncia dos espécies. Os principais pardmetros quimicos e fisicos
associados a esses fatores sdo: composic¢ao idnica da agua, pH, temperatura, oxigénio dissolvido,
salinidade, dureza, alcalinidade, concentragao de nitritos e nitratos, amonia, concentracao de sulfito
de hidrogénio e particulas s6lidas em suspensdao (BOYD, 2001; BOYD; TUCKER, 1998; NUNES,
2002;). Algumas dessas caracteristicas fisico-quimicas, com seus respectivos parametros de
referéncia, para o Litopenaeus vennamei, em sistema intensivo de produgdo, sdo mostradas na

Tabela 1.
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Tabela 1 - Parametros de referéncia para a criagdo do camarao da espécie Litopenaeus

vannamei, em sistema intensivo de producao e frequéncia recomendada de anélise

Parametros Variacao Frequéncia
Temperatura 26-32°C diariamente (06h ¢ 18h)
Salinidade 12-28 ppmil diariamente (10h e 14h)
Transparéncia 35-45 cm diariamente (10h e 14h)
Cor preferencialmente marrom diariamente
Profundidade 1,0—-2,0m -
Oxigénio dissolvido > 3,7 mg/L diariamente (06h ¢ 18h)
pH 7-9 diariamente (manha e tarde)
Nitrito <0,2 mg/L semanal
Amonia total <0,2 mg/L semanal
Fosforo 0,2 - 0,9 mg/L semanal

partes por mil = g/L;
Fonte: Adaptada de Soares et al., 2021.

O oxigénio dissolvido ¢ a variavel mais critica da qualidade da agua, especialmente em
sistemas intensivos (20-100 camardes/m?) e semi-intensivos (6-20 camardes/m?) de produgdo. As
taxas de oxigé€nio requeridas pelos animais variam em funcdo da espécie, tamanho, alimento
ofertado, grau de atividade, concentracdo de matéria organica e, também, dos pardmetros
temperatura e salinidade do ambiente (BETT; VINATEA, 2009; PINA-VALDEZ et al., 2015).
Segundo Boyd (1990), o aumento da temperatura e da salinidade causam a diminui¢ao do oxigénio
dissolvido no ambiente. Baixas concentra¢des de OD tendem a afetar o crescimento dos espécimes
e aumentar a susceptibilidade a doencas (VINATEA et al., 2011). Para a espécie Litopenaeus
vennamei, o ideal ¢ uma concentragao de oxigénio dissolvido acima de 3,0 mg/L (ROCHA, 2000).

De acordo com Wyban et al. (1995), a temperatura 6tima para o desenvolvimento do
Litopenaeus vennamei juvenil € de 27 °C, e temperaturas abaixo de 25 °C ou acima de 35 °C ja
podem afetar negativamente o desempenho desses espécimes. Variagdes bruscas na temperatura
afetam a capacidade osmorregulatéria dos camardes, que eventualmente se tornam fracos e
propensos ao aparecimento de enfermidades (LEMAIRE et al., 2002). Segundo Nunes (2002), a
baixas temperaturas, os processos metabolicos e fisiologicos do camardo, incluindo a atividade
alimentar, diminuem.

No caso do pH, sua variacdo estd relacionada aos efeitos nos processos metabolicos e

fisiologicos dos crustaceos. Nos viveiros, o principal elemento responsavel pela alteragdao do pH ¢
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o dioxido de carbono- CO», que ¢ liberado pela respiragdo dos organismos aquaticos € consumido
na fotossintese das algas (BOYD, 2018).

Os compostos nitrogenados oriundos da criagdo do camardo (amonia, nitrato e nitrito), em
concentragdes altas, podem comprometer o crescimento e a resisténcia dos animais a doengas. A
amonia ¢ produzida a partir do metabolismo de aminoécidos dos espécimes, da decomposicao da
matéria organica pelas bactérias, incluindo ai as sobras de ra¢do, adubos organicos e microalgas, e
através dos fertilizantes nitrogenados, introduzidos no ambiente para estimular a
floragdo/desenvolvimento de algas, a fim de diminuir custos com a alimentagdo artificial,
especialmente no caso de sistemas extensivos e semi-intensivos de producao (KUBITZA, 2017).

O excesso de amodnia na dgua pode ser absorvido pelo fitoplancton ou ser oxidado a nitrito e
em seguida a nitrato por bactérias nitrificadoras (KUBITZA, 2017). Para os peneideos, nos
viveiros, a concentragdo de amonia toxica (NH3z-forma nao ionizada) nao deve exceder o limite de
2 mg/L de aménia total (NH3 + NH4") (LIN; CHEN, 2003; CAMPOS, 2014).

Elevadas concentragdes de nitrito tendem a reduzir a capacidade da hemocianina de
transportar oxigénio para o sangue dos camardes (TSENG; JEN, 2003). Segundo estudos de Tseng
e Chen (2004), o aumento da concentragao do nitrito nos viveiros influencia negativamente no
crescimento, muda, consumo de oxigénio e sistema imunoldgico do Litopenaeus vennamei.
Experimentos conduzidos por Kuhn et al. (2010) mostram que a tolerancia dos espécimes a
concentragdo de nitrito no ambiente aumenta com o aumento da concentragdo de cloretos na dgua
(aumento de salinidade), porque estes sao absorvidos mais facilmente pelos camaroes.

O nitrato, apesar de ser menos toxico para os camardes em comparacao a amonia e nitrito,
em concentragdes elevadas, acima de 100 mg/L, pode prejudicar o crescimento dos espécimes,
acima de 400 mg/L, ser letal. Em sistemas de recirculagdo e com bioflocos o nitrato pode atingir
concentragdes muito elevadas e precisa ser monitorado (KUBITZA, 2017). O sistema de bioflocos
caracteriza-se pela criagdo dos camardes com altas densidades de estocagem, elevada
produtividade e altamente oxigenados, com minima renovacao de agua e altamente fertilizados

(EMERENCIANO et al., 2013).



19

A salinidade? ¢ causada basicamente por sete substancias idnicas dissolvidas na 4gua, a saber:
sodio (Na®), potassio (K'), calcio (Ca®"), magnésio (Mg?"), cloreto (CI), sulfato (SO+*) e
bicarbonato (HCO3") (BOYD, 2001). Para o Litopenaeus vennamei, de acordo com Boyd (1989),
o intervalo de salinidade considerado ideal ¢ entre 15 e 25 ppmil. Para Lamaire et al. (2002), a
salinidade que proporciona um conforto osmético para os espécimes, no entanto, ¢ em torno de 27
ppmil.

E importante correlacionar, ainda que brevemente, a salinidade da 4gua nos viveiros a
osmorregulacdo desses animais. Entende-se por osmorregulacdo “a manutengdo de pressao
osmodtica constante nos fluidos de um organismo através do controle das concentracdes de agua e
ions”. Para manter o equilibrio isosmoético, os camardes necessitam ingerir constantemente agua
do meio, o que demanda consideravel gasto energético (CARVALHO, 2021).

Os ions de sodio, potéssio e cloreto sao essenciais nos processos fisioldgicos dos camardes,
especialmente no processo osmorregulatorio e no balancgo acido:base. Tais ions constituem cerca
de 90 % da hemolinfa dos espécimes, que responde pela sua capacidade de adaptagdo a diferentes
salinidades (ROY et al., 2007). Experimentos conduzidos por Davis et al. (2005), Saoud et al.
(2003) e Perez-Velazquez et al. (2012) demonstraram que a deficiéncia de sodio e potassio nos
viveiros influenciam negativamente na sobrevivéncia e crescimento dos camardes em cativeiro.

Para a criacdo de camarfo, recomenda-se que a agua apresente dureza total =150 mg/L
CaCOs3 e alcalinidade total =100 mg/LL CaCOs, sendo esta, definida como a soma das

concentragdes das bases dissolvidas na dgua, principalmente carbonato, bicarbonato e hidroxidos,
e aquela, como a soma das concentragdes de cations bivalentes, especialmente Ca’>" e Mg?*, mas
também, Sr**, Fe’" e Mn?".

Situag¢des em que a alcalinidade ¢ maior que a dureza sdo extremamente prejudiciais para os
viveiros, pois permitem eleva¢do do pH da agua a niveis criticos (VAN WYK; SCARPA, 1999).
De acordo com Valenca e Mendes (2004), juntamente com os ions cloreto e sulfato, os ions
bicarbonatos contribuem substancialmente para a manutencao da pressao osmotica nos camardes

e para a formacao do seu exoesqueleto.

2 Qutros elementos minerais presentes, como o fosforo, nitrogénio, zinco, manganés, cobre, boro € ferro,
embora ndo influenciem na salinidade do ambiente, sdo essenciais para o crescimento das algas que
servirdo de alimento para os camardes (BOYD, 2001).
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Os ions de Ca e Mg sdo importantes para a manutengao da homeostase celular, metabolismo
de lipideos, proteinas e carboidratos, além de estarem ligados ao processo de osmorregulagio e na
mineralizacdo do exoesqueleto dos animais (BOYD; TUCKER, 1998; ROY et al., 2007). O
desequilibrio entre calcio e magnésio na agua de viveiro foi apontado como a causa da caimbra
muscular nos camardes, comprometendo o seu desenvolvimento (SAOUD et al.,2003;
VALENZUELA-MADRIGAL et al., 2017).

A concentragdo e a proporcao ideais desses ions nos viveiros de criagdo de camarao nao sao
bem conhecidas (SOWERS et al., 2005). Sabe-se, no entanto, que a composicao i0nica dessa agua
do viveiro ¢ fator fundamental para o crescimento e sobrevivéncia desses espécimes. (BOYD;
QUEIROZ, 2004; VALENCA; MENDES, 2004; ROY et al.,2007; VALENZUELA-MADRIGAL
etal., 2017).

Nos casos em que o cultivo do camardo ocorre em baixas ¢ médias salinidades, a mesma
proporcao entre os ions encontradas na d4gua do mar deve ser mantida nos viveiros (BOYD, 2001;
BOYD; THUNJAI, 2003; VALENCA; MENDES, 2004; SOWERS et al., 2005). A propor¢do
entre a concentracdo desses ions na agua do mar, considerada constante, ¢ a seguinte:
(Na":Mg*":Ca*":K") 28:3:1:1. Ou ainda: relagdo sodio/potassio (Na":K") = 28:1; relagio
magnésio/calcio (Mg®":Ca?") = 3:1; relagdo calcio/potassio (Ca?":K") = 1:1, relacdo
magnésio/potassio (Mg?":K") = 3:1 e cloreto/sédio/magnésio (CI:Na":Mg>") = 14:8:1 (BOYD,
2018; SUGUNA, 2020).

As concentragdes e, portanto, as proporcdes requeridas desses ions, podem ser estimadas a
partir da multiplicagdo da salinidade do viveiro (geralmente medida usando um salindmetro ou
refratometro) pelo fator do ion desejado, mostrado na Tabela 2. Considerando, por exemplo, uma
agua de criacdo com salinidade de 10 ppmil, a concentracdo de s6dio, magnésio e potassio devera

ser de 3043,5, 391,3 ¢ 110,1 mg/L, respectivamente.
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Tabela 2 - Fatores para multiplicag@o por salinidade (ppmil) para obter concentragdes de

ions equivalentes a 4gua do mar, em mg/L

[ON FATOR®
Calcio 11,59
Magnésio 39,13
Potassio 11,01
Sodio 304,35
Cloretos 551
Sulfatos 78,3

(M Fator ¢ calculado através da razio entre a concentragio do ion no mar, em mg/L, ¢ a salinidade normal
da agua do mar, em g/L.
Fonte: Adaptada de BOYD, 2018.

Uma vez identificada o incorreto balanceamento idnico do viveiro, ou seja, propor¢des entre
os fons muito diferentes daquelas esperadas, ¢ necessario proceder a etapa de suplementagdo dos
ions, o que geralmente ¢ feito através da adigdo de sais minerais a agua dos viveiros, por exemplo,
pela adicdo de sulfatos de potassio, calcio e magnésio, e cloreto de sodio, cloreto de potassio,
hidroxido de calcio (BOYD, 2003), e, mais recentemente, pela suplementaciao desses minerais na
racdo (BOYD, 2018). A determinagdo da concentracdo desses ions nas aguas provenientes dos
viveiros de cultivo de camarao ¢ feita a partir da aplicacdo de técnicas analiticas quantitativas e
serdo discutidas no proximo subitem.

Como bem cita Kubitza (2019), esse balango i6nico ideal do ambiente pode ser afetado por
fatores ambientais, extragdo dos minerais para a formagao da carapaga dos camardes e variabilidade
na composi¢ao dos corretivos usados; portanto, o monitoramento da qualidade da agua dos viveiros
deve fazer parte do gerenciamento da atividade, de modo a garantir as boas praticas de manejo ¢

biosseguranga.

1.3 TECNICAS ANALITICAS PARA A DETERMINACAO DE CATIONS E ANIONS EM
AMOSTRAS DE AGUA PROVENIENTES DE VIVEIROS DE CRIACAO DE CAMARAO

Para que os produtores de camardo saibam quais concentragdes de ions precisardo ser
corrigidas € necessaria a determinagdo dos teores dos ions nos viveiros, para em seguida, comparar
os resultados obtidos com os valores requeridos (obtidos pela multiplicacdo da salinidade do

viveiro pelo fator de cada ion (Tabela 2)) (VALENCA; MENDES, 2004; BOYD, 2018).
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Entre as técnicas disponiveis para a determinacdo de ions em matriz aquosa, podem-se citar
os métodos volumétricos, gravimétricos, espectrométricos e eletroanaliticos. Em se tratando da
determinagdo simultanea desses ions, os métodos cromatograficos sao os mais empregados, entre
eles, a cromatografia liquida de alta eficiéncia, a cromatografia idnica e a eletroforese capilar
(COLOMBARA et al., 1997).

Entre os métodos espectrométricos disponiveis, destacam-se aqueles baseados na
absor¢ao/emissdo da energia radiante por atomos gasosos no estado fundamental/excitado
(SKOOG et al., 2006), a saber: espectrometria de emissdo atdmica em chama, também referida
como fotometria de chama (F AES), espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP - AES), e espectrometria de absor¢do atdmica em chama (F AAS) e em forno de
grafite (GF AAS). Os limites de deteccao para estas técnicas variam desde mg/L (F AAS, F AES
e ICP-AES) a pg/L (G FAAS) (SKOOG et al., 2006).

As determinacdes desses ions nas amostras provenientes dos viveiros tém sido feitas
empregando as técnicas de ICP — AES, titulagdo com solucdo padrio de um acido (HCO3),
titulagao argentimétrica para a determinacao de cloreto e método turbidimétrico com cloreto de
bario para SO4*. Esses métodos geralmente sio custosos, demorados e/ou empregam grandes
quantidades de reagentes (BOYD; LE, 2013, APHA, 2012). Nao hé, no entanto, um método
validado para a determinagao de cations e anions em agua de carcinicultura.

Levando-se em conta o nivel de concentragdo dos analitos, rapidez, simplicidade e baixo
custo operacional, a técnica de F AES foi escolhida para a quantificagdo de Na" e K™ e F AAS,
para a quantificagio de Mg?" nas amostras provenientes dos viveiros de criagio de camardo.

Para a determinagdo dos 4nions CI,, SO42", HCO3', NOs™ ¢ NO» optou-se pela técnica de
eletroforese capilar de zona. A eletroforese capilar se baseia na migracao diferencial de compostos
10nicos e neutros, quando da aplicagdo de um campo elétrico a um capilar contendo um eletrélito
ou BGE (OLIVEIRA et al., 2012).

Entre os fatores que justificam a posi¢cdo de destaque da técnica estdo a sua versatilidade e
simplicidade, alto desempenho do capilar, tempo de analise reduzido e pequeno volume de amostra
requerido (COLOMBARA et al., 1997).

Nos dois proximos subitens, trata-se das técnicas escolhidas para a determinacdao dos

cations e anions em agua de carcinicultura.
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1.3.1 Espectrometria de absorc¢iao e emissio atbmica com chama

As técnicas de F AAS ¢ F AES se baseiam na identificagdo dos elementos constituintes de
uma amostra, geralmente no estado liquido, introduzida em uma chama, na qual ocorrem
fenomenos fisicos e quimicos: o nebulizador converte a solugdo em uma nuvem de goticulas,
chamada aerossol, seguida da evaporacdo do solvente, devido a alta temperatura da chama,
formando um aerossol seco, que €, entdo, volatilizado e atomizado, produzindo 4atomos livres,
moléculas e ions gasosos no estado fundamental (SKOOG et a/, 2006). Quando os 4tomos gasosos
sao promovidos do estado fundamental para o estado excitado, tem-se o fendmeno de absorcao, e
quando estes retornam para o estado fundamental, emitindo a energia absorvida, observa-se o
processo de emissdo. Em ambos os casos, a energia absorvida ou emitida, em comprimentos de
onda caracteristicos para cada elemento, ¢ proporcional a concentracdo do analito na amostra
(WHITTEN; DAVIS; PECK, 1996; WELZ, 1999).

No caso da F AES, a chama ¢ a responsavel tanto pela geragao dos dtomos gasosos no
estado fundamental quanto pela excitagcdo destes, de modo que ao retornarem ao nivel de mais
baixa energia (nivel mais estavel) emitem a energia absorvida em comprimentos de onda
caracteristicos (KRUG; NOBREGA; OLIVEIRA, 2004). A sele¢ao do comprimento de onda
desejado, no equipamento, ¢ feita através de filtros, que permitem apenas a detec¢ao de elementos
que tém espectros de linhas simples, tais como litio, s6dio, potassio e calcio (CIENFUEGOS;
VAISTMAN, 2000).

Jana F AAS, a chama ¢ a responsavel pelo processo de atomizagao do analito, que, no estado
fundamental, absorvera energia de frequéncia especifica, emitida pela fonte de radiacdo. Esta
radiagdo ¢ gerada, mais comumente, através de uma lampada de catodo oco (HCL, do inglés
hollow-cathode lamp) (KRUG; NOBREGA; OLIVEIRA, 2004). Os sistemas de deteccdo e
amplificacdo sdo comuns para ambas as técnicas.

Em ambas as técnicas, a reprodutibilidade e eficiéncia da etapa de atomizagdo da amostra
podem influenciar significativamente nos parametros de sensibilidade, exatiddo e precisdo do
método (SKOOG, et al., 2006). A temperatura da chama tem um papel extremamente importante
neste processo porque determina a eficiéncia da fragao do analito que ¢ dessolvatada, vaporizada e
convertida em atomos livres e/ou ions, bem como determina o nimero relativo de atomos excitados

e ndo excitados na chama. Na fotometria de chama, utiliza-se uma mistura de gés liquefeito de
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petroleo -GLP/ar, cuja temperatura varia entre 1700 e 2400 °C, dai a utilizagdo dessa técnica para
a determinac¢do de metais alcalinos, que sao facilmente excitdveis (CIENFUEGOS; VAITSMAN,
2000). Na técnica espectrométrica de absor¢do atdmica com chama, costuma-se empregar a chama
acetileno-oxigénio ou acetileno-6xido nitroso, cujas temperaturas variam entre 2500 e 3100 °C
(SKOOG et al, 20006).

Embora temperaturas mais altas aumentem a sensibilidade do método, porque aumentam a
populacdo total de &tomos na chama, para elementos como os metais alcalinos, tal vantagem nao

compensa a perda de a&tomos por ionizagao (CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000).

1.3.1.1 Interferentes

A interferéncia ¢ qualquer componente ou caracteristica da amostra (ou da solug¢do de
amostra) que vai mudar o sinal de concentragcdo do analito. Pode ser corrigida removendo a fonte
de interferéncia ou utilizando padroes que mostrem as mesmas interferéncias. As interferéncias
mais comuns nos métodos espectrométricos de analise sdo as interferéncias espectrais, quimicas,
fisicas ¢ de ionizacao (HARRIS, 2010).

Interferéncias espectrais acontecem quando a medida da radiagdo absorvida ¢ mais alta
devido a absor¢ao de uma outra espécie, que apresente, por exemplo, linhas espectrais muito
proximas. Também pode ocorrer interferéncia de radiagdo de fundo proveniente do solvente, da
amostra ou da chama (CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000).

Interferéncias quimicas sdo causadas por qualquer componente da amostra que afete a
eficiéncia da dissociagdo dos analitos na chama (HARRIS, 2010). Por exemplo, ions SOZ~ e P03~
tendem a inibir a atomizacdo de ions Ca>", porque podem formar sais ndo volateis, estaveis, tais
como CaSO4 e Ca3(PO4),. Tais interferéncias podem ser superadas utilizando uma mistura de
Acetileno/N>O na chama, ou ainda, pela adi¢do de um elemento que ird formar um composto
estavel com o interferente, como lantanio, ou ainda, pela adicdo de um agente protetor, como o
EDTA (WELZ; SPERLING, 1999). Segundo Cienfuegos ¢ Vaitsman (2000) ndo foram observadas
interferéncias dos anions NO3 e Cl na determinagio de calcio. No caso dos ions Mg?*, uma chama
do tipo Acetileno/Ar € o suficiente para prevenir interferéncias.

Em interferéncias devido as caracteristicas fisicas da matriz, as propriedades fisicas da

solucdo, tais como viscosidade e tensdo superficial, e variagcdes instrumentais, tais como
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temperatura da chama e volume de amostra aspirada, tendem a influenciar na resposta do
instrumento. Tais efeitos podem ser contornados igualando ao maximo possivel a composi¢ao dos
padrdes e amostras (SKOOG et al., 2006) ou, quando possivel, utilizando padrdes internos, como
o litio, nas analises de Na* e K.

Além disso, observa-se na pratica que a analise de solu¢des muito diluidas tende a minimizar
essas interferéncias, pois as propriedades fisicas das solugdes se aproximam daquelas do solvente,
normalmente agua ou acido diluido (LAJUNEN, 1992).

Interferéncias de ionizacdo acontecem quando ocorre uma diminuicdo da quantidade de
atomos no estado fundamental, devido a ionizacdo dos atomos logo apds a atomizacdo, o que
prejudica o sinal de absorcdo, e, portanto, diminui a sensibilidade do método (CIENFUEGOS;
VAITSMAN, 2000).

No caso da quantificacao de metais alcalinos e alcalinos terrosos, cujas primeiras energias de
ionizagdo sdo baixas, ¢ aconselhédvel se trabalhar com temperaturas mais baixas, dando preferéncia
a técnica espectrométrica de emissdo atdmica com chama, cujos combustivel e oxidante, gas
natural e ar, respectivamente, atingem temperaturas maximas de 1900 °C (SKOOG, et al., 2006).
Nos casos em que nao for possivel usar a técnica espectrométrica de emissao atdémica, os efeitos
da ionizagdo podem ser reduzidos pela adi¢do, em grande quantidade, as amostras, de um supressor
de ionizagdo, isto é, um elemento mais facilmente ionizdvel que aquele de interesse. Para o
potassio, por exemplo, recomenda-se a utilizacao de cloreto de césio-CsCl (HARRIS, 2010).

O método de adi¢ao de padrao, em que se adiciona quantidades conhecidas do analito a
matriz pode ser usado para diminuir ou mesmo eliminar muitos tipos de interferéncias, e ¢ usado
especialmente quando se trabalha com matrizes muito complexas, em que as suas propriedades

fisicas e/ou quimicas nao podem ser reproduzidas.

1.3.2 Eletroforese capilar de zona com detec¢do por UV — CZE-UV

O instrumento de eletroforese capilar consiste, basicamente, de um tubo capilar onde ocorre
a separagdo dos analitos, um par de eletrodos, geralmente de platina, em cada extremidade do
capilar, uma fonte de alta tensao, que tem a fun¢do de estabelecer um campo elétrico ao longo do
capilar a partir da conex@o com os eletrodos, frascos reservatorios, um detector e um computador

para a obten¢ao dos dados (SPUDEIT et al., 2012).
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Entre os varios modos de eletroforese capilar disponiveis, a Eletroforese Capilar em Solucao
Livre (FSCE, do Inglés Free Solution Capillary Electrophoresis), também chamada Eletroforese
Capilar de Zona, ¢ a mais utilizada pelos analistas, provavelmente devido a facilidade de
implementagado, operagao e otimizacao das condigdes experimentais (TAVARES, 1996; SPUDEIT
et al., 2012). Pode ser aplicada na separacdo de ions inorgénicos, que ¢ o caso deste trabalho, mas
também na separacdo de compostos organicos e biomoléculas (TAVARES, 1994).

No modo em solugio livre, apds o preenchimento do capilar’ com uma solugio tampao (o
eletrolito de corrida), injeta-se a amostra, sob certa pressao, de modo a se obter uma zona de
amostra com pequena espessura, € aplica-se um determinado potencial, que vai gerar um campo
elétrico e induzir a migracdo dos analitos em direcdo aos eletrodos de carga oposta, com
velocidades diferentes e constantes, propiciando, desse modo, a separacao e a quantificacao desses
compostos (TAVARES, 1996, SPUDEIT et al., 2012).

A velocidade de migragdo para cada analito € caracteristica da sua mobilidade eletroforética
ou ionica e mobilidade eletrosmotica, resultantes da aplicagdo da voltagem no capilar (TAVARES,
1996).

A mobilidade eletroforética (ue) € a medida da capacidade de movimentagcdo de um ion em
um determinado meio: a forga elétrica e a forca de atrito agem a favor e contra 0 movimento,

respectivamente; sob condicdo de dilui¢do infinita e soluto completamente ionizado, tem valor

~ q ~ .
constante e pode ser expressa pela equagio L, = omny €M que g, 1 e 7, sdo, respectivamente, a

carga, o raio do ion, e a viscosidade da solugdo (BAKER, 1995).

O fluxo eletrosmoético (EOF) resulta da ionizagao dos grupos silanois (Si-OH) - que revestem
o capilar de silica fundida - a ions silanoatos (Si-O’), quando postos em contato com o tampao
eletrolitico a pH > 3. O resultado disso, como mostrado na Figura 1, ¢ a formagdo de uma camada
carregada negativamente aderida a parede do capilar; essa superficie, entdo, atrai os ions
positivamente carregados oriundos do eletrélito, culminando na formacao de uma dupla camada

elétrica e de uma diferenga de potencial (potencial Zeta) na camada proxima a superficie

3 Os capilares podem ser feitos de silica fundida, vidro ou teflon e possuem didmetros internos variando
entre 20 e 100 um e comprimentos entre 10 e 100 cm. O pequeno diametro interno do capilar (alta relagao
area x volume) e a sua alta resisténcia elétrica possibilitam, respectivamente, uma dissipacao mais eficiente
do calor gerado por efeito Joule e a aplicagdo de voltagens maiores, neste caso, aumentando a eficiéncia e
diminuindo o tempo de anéalise (SHINTANI; POLONSKI, 1997).
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(COLOMBARA, 1996). Quando da aplicagao do potencial no capilar, os cations da camada aderida
aos grupos silanoatos migram em direcdo ao eletrodo negativo (catodo), induzindo, entdo, o fluxo

eletrosmotico na solucao (FRAZIER et al., 2000).

Figura 1 - Esquema da formacgao do fluxo eletrosmotico no interior do capilar de silica

fundida
& ¥ VY Y Yo

I@ !6 @ '@ ’@ catodo
muee 29 %9 %@ % %
camada movel @ @ @ @

Fluxo Eletroosmético (FEO)

Ordem de migragao das espécies:
anions, neutras, cations

Fonte: Rosa et al., 2018.

L . €,62 €062
O fluxo eletrosmotico pode ser calculado pelas equagdes vgor = (:Tn) Eoupgor = (4(;”7 ),

onde: € € a constante dielétrica do vacuo, € € a constante dielétrica do eletrolito de corrida, Z é o
potencial Zeta, n ¢ a viscosidade do eletrolito de corrida e E ¢ a intensidade do campo elétrico
aplicado, e tende a aumentar com o aumento do pH (melhor ionizagdo dos grupos silandis) e
diminuir 8 medida que a forga i6nica aumenta, devido a uma maior compactacao da dupla camada
e diminui¢do do potencial Zeta (SHINTANI; POLONSKI, 1997).

Nos casos em que o fluxo eletrosmotico esta presente, a velocidade de migragdo do analito ¢

dada pela soma vetorial das mobilidades eletroforética (pelet) € eletrosmotica (Ueor), OUu seja: v =

(Meter + Meor)E (SHINTANL; POLONSKI, 1997).

O controle do fluxo eletrosmético e da polaridade da fonte de tensdo ¢ muito importante para
a analise de ions (TAVARES, 1997). Sob fluxo normal, os analitos sdao injetados no polo positivo
(anodo) e as espécies cationicas e neutras se movem na mesma direcao do fluxo eletrosmético (para
o polo negativo -catodo), enquanto os anions podem se mover em dire¢do ao catodo ou em direcao

ao anodo, a depender do seu tamanho: anions maiores sao arrastados pelo fluxo eletrosmotico e
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atingem o detector; anions menores sdo atraidos pelo polo positivo (anodo) e saem do capilar
(BAKER, 1995; COLOMBARA, 1996).

Neste ultimo caso, para que esses anions sejam detectados, tem-se a op¢ao da inversao da
polaridade da fonte de tensdao e do fluxo eletrosmotico, de modo que os anions e o fluxo
eletrosmotico se movam na mesma dire¢do, para o detector.

A inversdo do fluxo eletrosmoético pode ser conseguida, por exemplo, pela adicdo de
surfactantes cationicos ao eletrélito, sendo o mais comum deles o CTAB (do inglés cetiltrimethyl
ammonium bromide). Nesse caso, a cauda hidrofilica, positiva, do CTAB, interage com os grupos
silanoato do capilar e as caudas hidrofobicas do tensoativo interagem entre si de modo a formarem
uma camada provisdria revestindo o capilar. Os anions do eletrdlito, entdo, vao interagir com essa
superficie temporariamente positivamente carregada do capilar. Ao aplicar a diferenca de
potencial, com polaridade invertida, a dire¢ao do fluxo eletrosmotico e dos anions sera em diregao
ao polo positivo (catodo) (BAKER, 1995; COLOMBARA et al., 1997; TAVARES, 1997).

Em se tratando dos detectores disponiveis, eles podem ser divididos entre especificos e
universais. Os especificos t€ém como caracteristica medir uma propriedade especifica do soluto;
inclui-se ai os fotodetectores (UV/Vis e fluorescéncia), os espectrometros de massa e
amperométricos. Ja os detectores universais medem a diferenga entre alguma propriedade do soluto
em relacdo a solugdo, por exemplo, a condutividade (TAVAREZ, 1996).

Na eletroforese capilar o detector mais utilizado ¢ o UV-Vis. Neste caso, as espécies de
interesse apresentam absor¢ao nessa regiao. Ao passar pela janela de deteccdo, essas espécies
absorvem parte da radiacao e a parte nao absorvida ¢ detectada por um fotodiodo ou fotodetector.
Aplicando-se a lei de Lambert-Beer (A = €b() € possivel encontrar a concentragao do analito (C).
Nesta lei, A corresponde a absorbancia, b ao caminho dptico, que sera o didmetro interno do capilar
e &, a absortividade molar (BAKER, 1995; SATO, 2014).

Nos compostos com baixa absortividade molar é possivel usar a detecg¢do indireta, que € a
analise a ser empregada neste trabalho. Neste caso, ¢ necessario adicionar um cromoéforo
(absorvente) ao eletrolito. Quando o analito (ndo absorvente) passa pelo detector, ocorre um
decréscimo do sinal, resultando em um pico negativo (BAKER, 1995; SATO, 2014).

Por fim, a injecdo da amostra pode ser feita por método hidrodindmico ou eletrocinético.
Neste, injeta-se a amostra considerando um gradiente de potencial estabelecido ao longo do capilar,

por um tempo determinado; naquele, a amostra ¢ injetada no capilar através da utilizacdo de um



29

gradiente de pressdo, também por tempo determinado. Vale lembrar que o modo de injecdo
influencia na resolugdo dos picos e na reprodutibilidade do tempo de migracdo (FRAZIER et al.,
2000).

Na inje¢ao hidrodinamica, modo utilizado neste trabalho, o volume de amostra injetado pode
variar entre 1 e 50 nL, a depender das dimensdes do capilar, diferenca de pressdao de trabalho,

tempo de injecdo, entre outros (FRAZIER et al., 2000; TAVARES, 1996).



30

2 OBJETIVOS

Nesta se¢ao sdao apresentados os objetivos gerais e especificos que se pretende alcangar no

decorrer do desenvolvimento do trabalho.

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo geral desenvolver e otimizar métodos analiticos para a
quantificagdo de cations, utilizando espectrometria de emissdo atdmica em chama (F AES) e
espectrometria de absorc¢ao atdmica em chama (F AAS) e de anions, utilizando eletroforese capilar
de zona com detecgao por UV (CZE-UV), em amostras de d4gua proveniente de viveiros de criacao

de camarao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do trabalho sdo os seguintes:

a) quantificar Mg?" em amostras de 4gua proveniente de viveiros de criagdo de camario por F
AAS;

b) quantificar Na" e K" em amostras de agua proveniente de viveiros de criagdo de camario
por F AES;

¢) quantificar CI", SO4>, HCO3", NO; e NO>™ em amostras de 4gua provenientes de viveiros
de criagdao de camardo por CZE-UV;

d) desenvolver um kit portatil para a quantificagdo de potassio por via umida em amostras de

agua provenientes de viveiros de criacdo de camarao.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

A seguir sdo descritos 0s materiais, reagentes € equipamentos, o processo de aquisi¢ao e
tratamento das amostras e os parametros de desempenho analitico empregados para o

desenvolvimento do trabalho.

3.1 MATERIAIS, REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Neste trabalho foram utilizadas micropipetas de volumes varidveis (LabMate Pro®), suporte
universal, pincas, barra magnética, agitador magnético (fisatom, mod. 752), solugdes tampao

padrao pH 4,0 e pH 7,0 £ 0,1 (Digimed), béqueres e baldes de volumes variaveis, vidros de relogio,

tubos tipo Falcon de 15 e 50 mL e garrafas de polietileno de 100 e 250 mL para acondicionamento
de padrdes e amostras. Para a determinagdo dos cations metalicos, todas as vidrarias e materiais
plasticos foram lavados com agua da torneira e detergente neutro, descontaminadas em solucao de
acido nitrico 10 % v/v, por 24 h, enxaguados 3 vezes com agua deionizada e secos a temperatura
ambiente.

Para a preparacao da solucao de 4gua salina sintética foram utilizados os seguintes sais: NaCl
(Sigma-Aldrich, St. Louis-EUA), MgCl, (Sigma-Aldrich, St. Louis-EUA), MgS0O4.7H,0 (Isofar,
Duque de Caxias — RJ),NaxSOs (Isofar, Duque de Caxias-RJ), CaCl,.2H>O (Sigma-Aldrich, St.
Louis-EUA), KCI (Isofar, Duque de Caxias — RJ), NaHCOs(Isofar, Duque de Caxias-RJ), KBr
(Synth, Diadema — SP), H3BOs (Isofar, Duque de Caxias — RJ), e SrCl,. 4H>O (Synth, Diadema —
SP).

Para os estudos de viabilidade do kit portatil para a quantificacao de potassio foi utilizado o
sal tetrafenilborato de sdédio (TFBNa) da Sigma Aldrich, solu¢do de HNO;3 37 % (v/v), NaOH 1
mol/L, acetona P.A. e etanol P.A.

Empregou-se solucao padrao multi-elementar de Na, K, Mg e Ca 1000 mg/L (Specsol, Sao
Paulo, SP, Brasil) para preparar as solu¢des usadas para calibragdo nas analises por fotometria de
chama e F AAS. Utilizou-se uma solugdo padrao de Li 1000 mg/L como padrio interno nas analises
por fotometria de chama, preparada a partir do sal LiCl 99 % (Sigma Aldrich, St. Louis - EUA).
Utilizou-se, também, HNO3; 70 % (Synth, Diadema — SP) para acidificar todas as amostras e

padrdes a uma concentragdo final de 1 % v/v.
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Para as andlises por eletroforese capilar, utilizou-se: NaOH microperola PA (Synth,
Diadema-SP); Metanol PA (Dinamica, Diadema-SP); Acetonitrila (Dindmica, Diadema-SP),
Brometo de cetiltrimetilamonio-CTAB (Vetec, Duque de Caxias - RJ), HC1 37 % (Synth, Diadema
— SP) e cromato de potassio PA (Proquimios, Rio de Janeiro-RJ). Os padrdes para sulfato 3500
mg/L, cloreto 3500 mg/L e bicarbonato 3500 mg/L. foram preparados a partir da pesagem das
massas dos sais Na;SO4, NaCl e NaHCO3, respectivamente, e armazenados na geladeira. Foram
utilizados também padrdes de nitrato e nitrito 1000 mg/L (Sigma-Aldrich, St. Louis-EUA). Para as
analises, misturas das solugdes de C1~, S0,%~, NO;~, NO,~ e HCO; foram preparadas, a partir da
adi¢ao de volume apropriado de BGE e diluicdo com dgua deionizada, até concentragdo final de
13 mM.

Para a determinacao de ions cloreto por titulagdo condutimétrica, utilizou-se padrao AgNO3
P. A. (Vetec, Duque de Caxias-RJ).

Foram preparadas solu¢des de NaOH e HCI 1 mol/L para condicionamentos inicial e final e
limpeza do capilar entre as analises. Condicionamento do capilar se dava pela passagem da solugao
de NaOH 1 mol/L por 20 min., d4gua deionizada por 10 min., solu¢do de HCI 1 mol/L por 20 min.,
agua deionizada por 10 min. e BGE por 20 min. Entre as corridas, o capilar era limpo com solucao
HCI1 1 mol/L (1 min.), agua deionizada (1 min.) ¢ BGE (1 min.). A limpeza ao final do dia de
analise era feita passando-se pelo capilar NaOH 1 mol/L (5 min.), 4gua deionizada (5 min.), HCI 1
mol/L (5 min.), d4gua deionizada (5 min.) e ar (5 min.).

A lavagem dos eletrodos era feita a cada 24 corridas como segue: banho ultrassdnico
embebido em isopropanol por 15 minutos para a remogao de toda a sujeira acumulada, seguido de
banho ultrassonico em etanol, também por 15 minutos.

Para o eletrélito foram preparadas solugdes estoques de cromato de potassio 250 mM
(mantida na geladeira) e CTAB 20 mM. Também se utilizou metanol PA 100 % e acetonitrila PA
100 % (v/v). A solugdo de eletrélito, previamente otimizada, composta por cromato de potassio 60
mM, CTAB 2,5 mM, acetonitrila (0,875 %) e metanol (2,625 %), pH 8-8,5, era preparada
diariamente, a partir da diluicdo de 2,4 mL de K,CrO, (250 mM), 1,25 mL de CTAB (20 mM),
87,5 uL de ACN e 262,5 uL de MeOH, completando-se com agua deionizada até o volume de 10
mL.

Os equipamentos e parametros usados neste trabalho foram: balanga analitica (Mettler

Toleto, modelo ME204), deionizador de agua (Elga Veolia, PureLab OptionQ), condutivimetro de
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bancada (Highmed, modelo HMCDB150), pHmetro de bancada (Mettler Toledo, modelo Mpa-
210), banho ultrassonico (Unique Ultra Sonic Cleaner, modelo USC 2800), centrifuga (Hettich
technology, modelo universal 320), dessecador a vacuo (SOLAB, modelo SL-175/60), eletroforese
capilar (modelo Agilent 7100, Agilent Technologies, Palo Alto, USA), comprimento de onda
determinado para as andlises em 254 nm, largura do pico 0,1 min., tempo de resposta 2 s,
temperatura do cartucho mantida em 25 °C, voltagem mantida em -5 kV, equipado com detector
de arranjo de diodos (DAD) e controle, aquisicdo e tratamento dos dados em software
(ChemStation A.06.01). Os capilares utilizados eram de silica fundida, revestidos com poliimida
(série TSP), de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 75 um de didmetro interno x 375 um
didmetro externo (Polymicro Technologies, Phoenix, USA), espectrometro de emissdo atdmica
(fotometro de chama-Digimed, modelo DM-61), em que se utilizou gas liquefeito de petréleo
(GLP) como gas combustivel e ar comprimido como gas oxidante, espectrometro de absorcao
atdmica com chama (modelo Solaar série M5, ThermoScientific), equipado com lampadas de
catodo oco de Mg como fonte de radiag@o, gas acetileno como comburente e ar sintético como gas

oxidante.

3.2 AQUISICAO DAS AMOSTRAS

A aquisi¢do e o tratamento das amostras utilizadas no desenvolvimento deste trabalho sdo

discutidos nos proximos subitens.

3.2.1 Amostra de agua salina sintética

Foi preparada em laboratério uma amostra de 4gua do mar sintética (AMS1), cuja composi¢ao
consta na Tabela 3. Todos os sais utilizados na preparagao da solucdo foram secos em estufa, a
temperatura aproximada de 70 °C, por 2 horas, deixados resfriar por 2(dois) minutos a temperatura
ambiente, ¢ entdo, pesados até que apresentassem variagdo de massa desprezivel. A partir dai,
foram dissolvidos em agua deionizada ultrapura, misturados e transferidos para baldo volumétrico,
e, entdo, avolumado para 1 L de solugdo. Para os sais cujas concentragdes requeridas eram muito

baixas, foram preparadas solugdes intermediarias, como ¢ o caso de H3;B05 ¢ SrCl,.
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Tabela 3 - Composicao da 4gua do mar sintética (AMS1), avolumada para 1 L de solucao

Ordem de adicio do
Reagente Quantidade
Reagente
1 NaCl 2430 g
2 MgCl, 520 ¢
3 Na,SO0, 4,09 ¢
4 CaCl, 1,16 g
5 KCl 0,09¢g
6 NaHCO; 021g
7 KBr 0,11g
8 H3BO- 0,027 g
9 SrcCl, 0,0025 g

Fonte: adaptada de Lyman e Fleming, 1940.

3.2.2 Amostras provenientes dos viveiros de criacio de camario

As amostras foram coletadas manualmente, em garrafas plasticas com capacidade de 100 mL
cada, em 6 (seis) viveiros diferentes de criacdo de camarao, todos localizados no Estado de Sao
Paulo, a partir de uma parceria com a empresa Veromar. As coletas foram feitas em dois momentos:
3 amostras em fevereiro de 2020 e 3 amostras em janeiro de 2022.

Apos a coleta, as amostras foram filtradas em papel de filtro quantitativo e envasadas para
transporte em garrafas de polietileno. No laboratério, as amostras foram identificadas como AMRI,
AMR2, AMR3, AMR4, AMRS5 ¢ AMRG6 e novamente filtradas em papel de filtro quantitativo (8
um). O pH de cada uma foi medido, empregando pHmetro de bancada calibrado com solugao
padrdo de pH 4,0 e pH 7,0, conforme manual do instrumento.

As amostras identificadas como AMR1, AMR2 e AMR3 sdo provenientes de viveiros
contendo camardes na fase de engorda, enquanto as amostras AMR4, AMRS e AMR6 sdo

provenientes de um aquario, de um tanque que havia sido recentemente clorado e de um viveiro
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que havia sido recentemente salinizado, respectivamente, como informado pela empresa
colaboradora.

A salinizagdo do viveiro do qual foi coletada a amostra AMRG6 foi feita com sal constituido
majoritariamente de ions cloreto, possibilitando esperar uma alta concentracao desse anion e uma
baixa concentragdo ou auséncia dos outros analitos, quando na realizacao das analises.

Para a determinacao dos metais dissolvidos, as amostras foram acidificadas com acido nitrico
concentrado a pH<2 e mantidas sob refrigeragdo a temperatura de 4 °C, em garrafas de polietileno
previamente desinfetadas, de acordo com procedimento constante no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012). As analises para os cations Na*, K* e Mg?*
foram realizadas no periodo de 2 semanas a partir da chegada das amostras.

Para os anions Cl~, SO,%~,HCO;~, NO;~ e NO,, as andlises foram realizadas no periodo
entre 1 e 24 meses, visto que os métodos s6 puderam ser desenvolvidos posteriormente. As
amostras AMR1, AMR4, AMRS e AMR6 foram armazenadas in natura sob refrigeragdo a 4 °C,
enquanto as amostras AMR2 e AMR3 foram acidificadas com 4cido nitrico concentrado a pH<2 e
mantidas sob refrigeragao a 4 °C.

Os testes de validagao dos métodos foram feitos considerando uma amostra mistura. Para a
analises dos cations, a amostra mistura foi composta de 5 mL das amostras AMR1, AMR2 e
AMR3; para a analise dos anions, 5 mL das amostras AMR2, AMR3, AMR4 e AMRS. A diferenca
na composicao das amostras mistura se deu em funcdo da disponibilidade das amostras em
laboratorio, porque, como mencionado, foram enviadas em periodos diferentes.

Para os testes de exatiddo, foi utilizada, além das amostras misturas, amostras individuais:
AMRI1 e AMRS, para a validagdo dos métodos para a determinacao dos cations e AMR1 e AMRG6,

para a validagcdo dos métodos para a determinacao dos anions.

3.3 AVALIACAO DE DESEMPENHO ANALITICO DOS METODOS PROPOSTOS

Alguns parametros analiticos de desempenho foram avaliados por meio de ensaios com os
padrdes e amostras, com o objetivo de atestar a confiabilidade e adequabilidade do método a
finalidade proposta. Os parametros escolhidos, de acordo com as recomendagdes da [IUPAC (2014)
e outros protocolos (THOMPSON; ELLISON STEPHEN; WOOD, 2002; RIBANI et al, 2004;
EURACHEM, 2014; INMETRO, 2018; ANVISA RDC 166, 2017), foram seletividade, faixa de
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trabalho e linearidade, limite de detec¢do (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), recuperagao,
precisdo e concentracdo caracteristica/sensibilidade (Co).

A precisao dos métodos foi avaliada através do calculo do desvio-padrao relativo (RSD),

dado pela equagido RSD (%) =

S

— X 100, em que s € o desvio-padrdo dos dados € X4 € @
med

média dos dados.

Para as andlises por F AES e F AAS, os parametros LOD e LOQ foram estimados de acordo

3xsB 10 x sB
eLOQ =
S S

com as equagdes: LOD = , em que sB ¢ o desvio-padrio do coeficiente

linear e S ¢ coeficiente angular da curva analitica. Os valores de LOD e LOQ dos métodos foram
obtidos a partir da multiplicacao dos respectivos parametros instrumentais pelo fator de diluicao
das amostras, isto ¢, (volume da soluc¢ao) / (volume da amostra adicionada).

A linearidade da faixa de trabalho e o ajuste dos dados foram avaliados por meio da andlise
de wvariancia da regressao (ANOVA), empregando o teste F; os pressupostos de
homoscedasticidade e normalidade dos residuos foram avaliados empregando-se, respectivamente,
os testes de Cochran e Shapiro-Wilk, a um nivel de confianca de 95 %. As andlises das solugdes
padrdoes e amostras foram realizadas de maneira aleatéria para garantir o pardmetro de
independéncia.

No caso do teste F, a adequacao do modelo linear ¢ investigada através da equagao F =

M . f i ~ .

%, em que MQyeqy € MQ;s sdo, respectivamente, a média quadratica da regressdo e do residuo,
res

considerando seus graus de liberdade (gl). Compara-se, entdo, o F calculado ao F tabelado, a 95 %

de confianga (a = 0,05) e de acordo com os respectivos graus de liberdade, e caso Fcac>Fab,

considera-se o modelo linear estatisticamente valido.
A concentragdo caracteristica (Co) € utilizada para avaliar a sensibilidade das determinacdes
por F AAS. De acordo com Welz e Sperling (1999), corresponde a concentracao do analito que

fornece uma absorbancia de 0,0044 u.a., ou seja, 1 % da radiagdo que chega & amostra. E calculada

. C x 0,0044 . . . . : .
pela equagdo Cy = —, -emque C ¢ a concentragao da solugdo padrao a ser analisada e A ¢

a sua absorbancia correspondente.

No caso das andlises por eletroforese capilar de zona, os valores de LOD e LOQ foram

. . ~ 3xS.i4,XC 10xSruidoXxC
estimados considerando as equagdes: LOD = >=—ruido—~¢ o | () = —=2— 2

em que S,
Hmax_Hmin Humax—Hmin s q ruido
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¢ o desvio-padrao da linha base (ruido), C,¢é a concentragdo do analito € H,,4y € Hpin, S30,
respectivamente, a altura maxima e minima do pico do sinal do analito.

A exatiddo de cada método foi avaliada pelos estudos de adi¢do e recuperagdo. Os niveis
foram selecionados com base nas faixas de trabalho empregadas para a calibragdo. Para o Na: nivel
1 (20 mg/L) e nivel 4 (35 mg/L); para o K: nivel 1 (15 mg/L) e nivel 3 (25 mg/L); para o Mg: nivel
1 (0,4 mg/L) e nivel 3 (0,8 mg/L). Para os anions, as recuperagdes foram obtidas em dois niveis:
250 e 750 mg/L, para CI', SO4* e HCO3 e 100 e 250 mg/L, para NO3 e NO>".

Para as andlises dos cations, a recuperacdo foi determinada de acordo com a equagdo
o/ — (Ca+P—Ca o/ ~ . .
R (%) = (C—) x 100, em que R (%) ¢ a porcentagem de recuperagio do analito; Ca+p € a
P

concentragdo do analito na amostra fortificada; Ca € a concentracdo do analito na amostra nao
fortificada e Cp € a concentragdao devido a quantidade de padrao adicionado. Para as analises dos

Aa+p—Aa
o

anions, empregou-se a equagdo R (%) = ) x 100, em que Aa+p € a 4rea do sinal

correspondente a adi¢do do padrdo a amostra; Aa ¢ a area do sinal correspondente & amostra e Ap
¢ a area correspondente ao padrao (FARIA et al, 2008).

A quantificagdo dos cations foi feita a partir de curvas de calibragdo com 5 (cinco) pontos,
preparadas a partir de padrao multielementar e validadas estatisticamente. A quantificagdo dos
anions foi realizada utilizando o método de adicao de padrdo de ponto Unico, em triplicata. Para
isso, as amostras foram fortificadas com solu¢des dos analitos de concentracao conhecida, de modo
que a absorbancia da amostra diluida e da amostra fortificada com solugao do analito sob analise

foram registradas. O calculo da concentragdao de cada analito foi realizado conforme a equagao

A1CsVs

Cx = G- anv,

,em que A e A, sdo, respectivamente, as absorbancias das amostras diluidas e das

amostras fortificadas, Csé a concentracdo da solugdo de concentracdo conhecida, Vié o volume
adicionado da solugdo de concentragdo conhecida e V, é o volume da amostra. O detalhamento do
procedimento utilizado para a validagdo do método para a determinagdo dos anions por eletroforese
capilar ¢ mostra no Apéndice B, a pagina 74.

O teste t nao pareado com variancia agrupada foi utilizado para a comparagao dos resultados
obtidos por dois métodos/procedimentos diferentes e a distribui¢do t, para estimar o intervalo de

confianga para a média populacional.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, sdo apresentados os resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho e as

discussdes pertinentes.

4.1 CONSIDERACOES SOBRE A AMOSTRA SALINA SINTETICA

Em virtude da indisponibilidade de material de referéncia, uma amostra sintética de agua
salina foi empregada na avaliacao da eficacia dos métodos propostos. No entanto, ha de se ressaltar
que a amostra sintética ndo mimetiza toda a composi¢cdo de amostras de agua provenientes dos
viveiros de criagdo de camardo, as quais podem conter muitas outras substancias, por exemplo,
aquelas provenientes do metabolismo dos espécimes e reagdes quimicas “in situ”.

As concentragdes dos analitos na amostra salina sintética preparada (AMS]1) foi determinada
empregando os métodos validados e considerando um fator de corre¢ao da pureza dos reagentes
empregados, obtendo-se concentragdes de Na*, K™ e Mg?" de 10008 + 222 mg/L, 393 =37 mg/L e
601 + 6 mg/L*, respectivamente. A amostra apresentou pH de 8,0 + 0,3 e salinidade de 33 g/L.

O fator de corre¢do (Feorrecao) da pureza dos sais empregados na preparagdo da amostra

Conc. salgptida

salina sintética foi obtido pela equagdo Feprrecao = , a partir da preparagao de padroes

Conc. sal padrio
de cada sal, em triplicata, e analise por fotometria de chama e por F AAS, considerando curva de

calibracao obtida a partir de padrao multielementar.

4.2 CONSIDERACOES SOBRE AS AMOSTRAS PROVENIENTES DOS VIVEIROS DE
CRIACAO DE CAMARAO

As determinagdes do pH foram feitas considerando as amostras a temperatura ambiente. Os

resultados obtidos constam na Tabela 4.

. . e txs . . ~ L
* Medidas determinadas = média + intervalo de confianga = ~ cemqueséo desvio-padrdo e N ¢ o nimero

de replicatas e t € o pardmetro de Student (a = 0,05;n = 4); tubelado= 3,182.
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Tabela 4 - Parametros de pH medidos nas amostras por meio de instrumentagao apropriada,

apos filtracao

Amostra pH medido
AMRI1 7,7+0,1
AMR2 7,9+0,1
AMR3 6,8+0,1
AMR4 7,6+ 0,1
AMRS 9,1+ 0,1
AMRG6 7,8+ 0,4

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

De acordo com Rocha e Maia (2003) e Padua (2001b), valores de pH relativamente basicos,
entre 7 € 9, sdo considerados ideais para o sucesso da carcinicultura; valores fora dessa faixa tendem
a influenciar negativamente no metabolismo e nos processos fisioldgicos dos individuos, podendo
ser fatal. Para Bernhardt (2003), a diminui¢do do pH nos viveiros pode estar relacionada ao
aumento de algas, aumento da concentracdo de amoénia e aumento da quantidade de matéria
organica disponivel, o que causa o aumento da produgdo de acidos como subproduto da

decomposi¢do desse material.

4.3 DETERMINACAO DE Na" E K" POR FOTOMETRIA DE CHAMA E Mg?" POR
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM CHAMA

A proposta original deste trabalho incluia o desenvolvimento e validagdo de metodologia
analitica para a determinag¢do do macronutriente calcio nas amostras provenientes de viveiros de
cria¢do de camardo. Contudo, devido a problemas com o equipamento do departamento de quimica
da Universidade Federal de Juiz de Fora, relacionados ao uso da chama de 6xido nitroso, essa parte
do projeto nao pdde ser concluida.

O problema da nao dissociagdo de compostos refratarios de célcio com ions fosfatos e
sulfatos em chamas menos quentes (ar-acetileno e ar-GLP) costuma ser superado pela utilizacao
de agentes liberalizantes (como o lantanio) e de protecdo (como o EDTA) as solugdes (SKOOG et
al,2006). Desse modo, foram feitas analises de padroes de célcio, por espectrometria de absor¢ao

atomica e fotometria de chama, na presenga de lantanio (0,1 % v/v) e EDTA (0,1 M). Nesses casos,
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nao se observou boa correspondéncia entre a concentracao de calcio nos padrdes e o sinal analitico,
portanto, inviabilizando a determinacao do analito nas condigdes instrumentais possiveis, na
ocasiao.

Para a determinacdo de Mg®" por F AAS foram otimizados, no modo univariado, os
parametros altura do queimador, largura da fenda e vazao do gés acetileno, de modo a se obter uma
maxima resposta analitica. Para tal, preparou-se uma solu¢do padrao de concentragdo igual a 0,5
mg/L para o Mg** em meio acido (HNOs, 1 % v/v).

Nas determinagdes de Na* e K" por fotometria de chama, empregou-se os pardmetros
instrumentais constantes no manual do equipamento: gas liquefeito de petroleo (GLP) como gas
combustivel e ar comprimido como gas oxidante, vazao de 5 mL/min, taxa de aspira¢ao da solucao
de (5,8 = 0,1) mL/min e tempo de resposta aproximado de 6 s. Avaliou-se a necessidade da
utilizagao do litio como padrao interno, adicionando-se um volume de concentragdo conhecida nas
solugdes de amostras, brancos e padrdes.

Os valores otimizados, para os quais se observou a menor relagdo sinal/ruido e os menores
desvios-padrao, assim como outros parametros, tais como comprimento de onda e corrente da

lampada de magnésio sao mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - ParAmetros Instrumentais empregados para a determinag¢do de Na“ e K, por F

AES e Mg?", por F AAS, em amostras de 4gua provenientes de viveiros de criagdo de camario

. Analito
Parametro Na* K Mg
Comprimento de onda (nm) 590 766 285,2
Altura do queimador (mm) - - 12,6
Corrente da Lampada (mA) - - 4
Fenda espectral (mm) - - 0,2
Vazio do gas combustivel (mL/min) 5,0 5,0 1,0
Mistura gasosa ar/GLP  ar/GLP  ar/C;H»

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Para todos os analitos quantificados, as faixas de trabalho foram selecionadas baseando-se
nos manuais dos equipamentos, nas concentragdes dos analitos nas amostras e em trabalhos

anteriormente desenvolvidos no laboratério.
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4.3.1 Avaliacio de desempenho analitico dos métodos propostos

Para avaliar a adequabilidade dos métodos propostos para a determinagio de Na“ e K em
amostras de carcinicultura por fotometria de chama, inicialmente, foi investigada a necessidade da
utilizacao de litio como padrao interno, através da comparagao estatistica das concentragdes desses
analitos, obtidas a partir das curvas de calibra¢do externa sem e com padrdo interno. Como nesse
momento ndo se dispunha das amostras, foi utilizada, nas analises, a amostra de dgua salina
sintética. Os resultados obtidos constam na Tabela 6. As amostras foram analisadas em triplicata,

em meio de HNO3 1 % v/v.

Tabela 6 - Concentragdes obtidas para Na* e K* a partir da analise da amostra de dgua

salina sintética, obtidas por calibracdo externa, com e sem litio como padrdo interno

Analito Concentrag¢iio determinada (mgL")! tealculado

Sem padrio interno Com padrio interno

Na* (10377 £265) mg L! (10008 +£221) mg L 1,5
K* (441 £24) mg L! (393 +37)mg L’
'Concentragdo determinada = média + intervalo de confianga = % , em que s ¢ o desvio-padrdo e n é o

numero de replicatas e t € o pardmetro de Student (a = 0,05;n = 3); ; tubelado= 4,3;
Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Embora a aplicag¢do do teste estatistico t de student indicar, a 95 % de confianga, ndo haver
diferenga estatisticamente relevante entre as concentragdes obtidas para os analitos com e sem o
uso do padrdo interno, optou-se pelo seu uso, por considerar que as amostras a serem analisadas
devam apresentar composi¢ao e caracteristicas fisicas variadas. O uso do padrao interno pode evitar
ou minimizar os erros devido a flutuagdes do sinal analitico, causado, por exemplo, por mudancgas
na temperatura da chama e viscosidade da amostra (SKOOG et al, 2006).

Na calibracao externa com padrao interno, a utilizacdo da razdo do sinal analitico pela razao
do padrao interno tende a melhorar a precisdo e a exatidao do método. No caso da F AAS, nao ¢
possivel o uso de padrdo interno porque o instrumento ndo permite a determinagdo simultanea de

analitos (FERNANDES, et al., 2003).
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A Tabela 7 apresenta os parametros de mérito investigados para a avaliagdo do desempenho
dos métodos propostos, tanto para andlise por fotometria de chama, quanto por F AAS,
considerando uma amostra mistura. As curvas de calibragdo foram construidas em triplicatas, em
meio de HNO;3 1 % v/v. Como branco da curva foi usado uma solucdo contendo agua deionizada,
HNOs 1 % v/v e padrio interno (no caso das determinagdes de Na“ e K'). Todas as hipoteses

estatisticas foram testadas ao nivel de confianca de 95 %.

Tabela 7 - Parametros analiticos das curvas de calibragdo com padrao interno e calibragao
externa para determinacio de Na*, K™ e Mg?" em amostras de 4gua provenientes de viveiros de

criagdo de camardo

Na** K** Mg
Faixa
linear 20 - 40 15 - 35 04-12
(mg L)
Equacio Y=09892X+ | Y=09798X- | Y=04762X+
da reta 0,0069 0,0081 0,0491
R? 0,9991 0,9996 0,998
Sh‘f:,‘i’l'l':" Weale./ Wi, 0,946/0,842 0,944/0,842 0,976/0,842
Cochran Ceate./Cuab, 0,414/0,684 0,501/0,684 0,405/0,684
Falta de ajuste
ANOVA Featc./Fuab 0,055/3,708 0,488/3,708 0,595/3,708
Linearidade
Feate/Fuab. 5749/4.667 4644/4,667 982,4/4.667

*Adicao de Li como padrdo interno na concentra¢do de 30 mg/L (Na") e 25 mg/L (K");
Determinagdo por F AAS: Mg?'; Determinagdo por F AES: Na* e K';

Y=sinal analitico; X= concentra¢do do analito em mg/L;

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Os pressupostos de normalidade da distribui¢ao e homoscedasticidade dos dados foram
avaliados pela aplicagao dos testes de Shapiro-Wilk e Cochran, respectivamente.

No teste de Shapiro-Wilk considera-se os residuos da curva, isto ¢, a diferenca de
concentragdo, ponto a ponto, entre os valores previstos pelo modelo matematico e as concentracdes
reais preparadas em laboratorio. Como para os ions de Na, K e Mg, W,,;. > W;ap pode-se dizer
que nao had evidéncia de nao-normalidade na distribuicdo dos dados, que sdo, pelo menos

aproximadamente, similares a distribuicdo normal.
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No teste de Cochran avalia-se se a variancia dos dados € constante nos pontos testados.
Como C,4;c. < Cpap, pode-se dizer que os dados t€ém uma distribui¢dao heterogénea, ou seja, sdo
homoscedasticos.

Através da andlise de variancia (ANOVA), testou-se a linearidade do modelo e a sua nao
falta de ajuste. O teste de linearidade garante que os sinais analiticos obtidos sdo diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra. Ja o teste da falta de ajuste garante que essa
relagdo se mantém entre os pontos ndo testados da curva. Os resultados mostrados na Tabela 8
indicam que ha linearidade, ja que os valores de F,,;.. sdo até 10x maiores que os Fi,p , € que nao
ha falta de ajuste entre os pontos experimentais, considerando que F,4;. < Wiy, (PIMENTEL;
NETO, 1996).

A influéncia do efeito de matriz nos resultados foi verificada através da comparagdo dos
coeficientes angulares das curvas obtidas por calibragio externa (Mg>*) e calibragdo com padrio
interno (para Na* e K*) com as curvas de adigdo de padrio (THOMPSON; ELLISON STEPHEN;
WOOD, 2002). A avaliacao do efeito de matriz ¢ um estudo de seletividade, em que se averigua
possiveis interferéncias causadas por substancias presentes na amostra, resultando no aumento ou
diminui¢do do sinal analitico (ANVISA, 2017). As duas curvas foram analisadas no mesmo dia e
em triplicatas auténticas. A partir dos dados e Figuras 2 a 4 ¢ possivel inferir que ndo se observou

efeito de matriz significativo nas analises.
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Figura 2 - Comparacdo das curvas de calibracdo com padrdo interno e curvas de adigdo de

padrdo para o Na' (n=3, triplicatas auténticas)

n
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1 1 1 1 1
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Concentragéo Na/ Concentragao Li, mg/L

Equacao reta calibragdo padrao interno: y = 0,9892x + 0,0069;
Equag@o reta adigdo de padrdo:y = 0,9831x + 0,5257;
Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Figura 3 - Comparacao das curvas de calibragdo com padrao interno e adi¢do de padrao

para o K" (n=3, triplicatas auténticas)
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Equacdo reta calibrag@o padrdo interno: y = 0,9904x + 0,0159;
Equacao reta adi¢ao de padrao: y = 0,9846x + 0,7768;
Fonte: elaborada pelo autor (2021).



45

Figura 4 - Comparag¢ao das curvas de calibragao externa e curvas de adi¢ao de padrio para

o Mg?" (n=3, triplicatas auténticas)
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Concentracao Mg, mg/L

Equacao reta calibragdo externa: y = 0,4762x + 0,0491;
Equag@o reta adigdo de padrido:y = 0,4696x + 0,2345;
Fonte: elaborada pelo autor (2021).

A precisao dos métodos também foi avaliada. O RSD foi calculado a partir de 10 leituras
auténticas de uma amostra mistura. Os valores para o RSD ficaram abaixo de 0,5 % tanto para o
Na® como para o K' e abaixo de 4 % para o Mg?', indicando baixa dispersdo dos dados
(THOMPSON; ELLISON STEPHEN; WOOD, 2002).

A exatidao dos métodos foi avaliada por meio de ensaios de adigdo e recuperagdo para a
amostra mistura e para as amostras individuais AMR1 e AMRS. Ensaios de adicao e recuperacao
refletem a quantidade do analito recuperado em relagdo a quantidade presente na amostra (WOOD,
1999; BRITO et al, 2003).

Os ensaios foram realizados em dois niveis de concentragao, escolhidos a partir da curva
de calibragdo com adi¢do de padrdo. Cada nivel foi preparado em triplicata. Para Na" e K, as
concentragdes corresponderam ao primeiro e ao quarto pontos das curvas; para o Mg?*, ao primeiro
e ao terceiro pontos, como exposto no subitem 5.3. Os resultados obtidos estao apresentados na

Tabela 8.
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Tabela 8 - Concentragdes determinadas de Na*, K* e Mg?" na amostra mistura'e nas
amostras individuais AMR1 e AMRS e valores de recuperacdo obtidos para cada analito, a partir

das curvas de calibragao

. Concentracio Recuperacio (%)?
Amostra Analito 4 o rminada? (mg/L) Nivel 1 Nivel 2
Na* 6853 £ 71 106 £ 4 106 £3
AMOSTRA K+ 375 + 19 92+2 94 + 4
MISTURA
Mg 288+ 6 93+5 98 +3
Na™* 6305 £275 106 + 3 101 £5
AMR1 K* 537 +£27 106 +£2 96 £ 1
Mg 535+ 10 93+1 93+3
Na* 1631 £120 97+5 95+3
AMRS K* 293 £ 17 97 £ 1 92 +1
Mg 378 £ 8 96 + 3 95+1
! Amostra mistura composta por AMR1, AMR2 ¢ AMR3;
2Expresso como Média + Intervalo de Confianga = % , S € o desvio-padrao, n é o nimero de replicatas e

t € o parametro de Student (a0 = 0.05; n=3);
’Recuperagdo = [(Ca+p — Ca) / Cp] % 100;

Nivel 1: Na™: 20 mg/L, K*: 15 mg/L, Mg*": 0,4 mg/L;
Nivel 2: Na™: 35 mg/L; K*: 30 mg/L; Mg>": 0,8 mg/L;
Fonte: elaborada pelo autor (2021).

Em se tratando de porcentagens de recuperado de analito, ¢ sabido que as faixas podem
variar dependendo das caracteristicas da amostra, do procedimento de extracdo e da concentracao
do analito (HUBER, 2007). No presente estudo, considerando a concentracdo dos macronutrientes
da ordem de mg/L, considerou-se como aceitavel a faixa de recuperagdo entre 90 e 107 %, de
acordo com os critérios estabelecidos pelo manual da Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 2012). Para o0 Na', os valores de recupera¢do média ficaram proximos de 106 %; para o
K", de 93 % e para o Mg*", de 95 %, indicando que os métodos possuem exatiddo adequada.

Também foram estimados os limites de detec¢ao (LOD) e quantificagao (LOQ) instrumentais

e do método. O LOD corresponde a menor quantidade do analito presente na amostra que pode ser
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detectado, enquanto o LOQ ¢ a menor quantidade do analito que pode ser determinada,
considerando precisdo e exatiddo requeridas pela analise (IUPAC, 2014). Os resultados obtidos

estdo discriminados na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores calculados para os limites de detec¢ao e quantificacdo para a

determinag@o de Na, K e Mg em 4gua de carcinicultura

Analito instrﬁglgnia%s()(glg/L) I;n(zg)goL(?ng/I%;) Co (mg/L)
Na* 1,34 ¢ 4,06 268,6 ¢ 814,0 Nao se aplica
K* 1,26 ¢ 3,81 11,23 ¢ 34,03 Nao se aplica
Mg 0,10 ¢ 0,27 27,9 ¢ 84,6 0,0082

Determinagdo por F AES: Na™ e K*; Determinagdo por F AAS: Mg?*;
Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Os limites de detec¢dao e quantificacdo determinados foram menores do que os primeiros
pontos das curvas, mostrando a adequabilidade dos métodos desenvolvidos para a quantificagdo
dos analitos. Para 0 Mg?", a concentragio caracteristica calculada, abaixo do valor informado pelo

fabricante (0,01 mg/L), confirma a boa sensibilidade do método.

4.3.2 Aplicacdo dos métodos

Os métodos estabelecidos foram aplicados as 6(seis) amostras de agua provenientes dos
viveiros de criacdo de camarao e identificadas como AMRI1, AMR2, AMR3, AMR4, AMRS ¢
AMRG6 e a amostra de 4gua salina sintética AMS1. Os teores encontrados para os analitos Na*, K*
e Mg?*, bem como as dilui¢des necessarias para as anélises, considerando as curvas de calibragio

validadas, sdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Concentragdes (em mg/L) de Na*, K™ e Mg?" nas amostras sintética e de

criacdo, com deteccdo por F AES e F AAS

Concentragio do analito (mg/L)"

Cdodigo da
amostra
AMRI1 5284 £ 15 200 226 +29 10 435+ 29 600
AMR2 4986 + 11 250 176 + 11 08 479 +£ 42 700

AMR3 3990 + 06 250 201 + 04 08 288 +31 400

Resultados AMRA4 4301 + 84 132 246 + 11 07 398 + 18 454
lab. Baccan

AMRS5  2159+37 56 134+ 07 08 330+22 384
AMRG6 2261 +49 89 82 + 02 04 14509 200
AMS1  10616+107 330  379+03 15 602 + 16 580
Resultados lab. AMR2  4747+340 500 167+10 10 587+24 500
Independente’  AMR3  3880+310 500 180+ 11 500 356+14 500

L, 1. txS , . ~ , , .
"Expresso como Média + Intervalo de Confianga = —, S é o desvio-padrdo, n € o niimero de replicatas e

vn
t é o parametro de Student (o = 0,05; n=3);
2Teores obtidos a partir das analises das amostras de d4gua de carcinicultura por laboratorio independente,

contratado pelo colaborador, utilizando a técnica de ICP-AES;
Fonte: elaborada pelo autor (2021).

Na* Dilui¢io K* Diluigio ~ Mg?**  Diluigdo

Os resultados obtidos na quantificagao dos analitos indicam que os métodos desenvolvidos
sdo robustos, capazes de quantificar com precisdo e exatiddo adequadas concentragdes muito
variadas dos cations. Em termos percentuais, os teores determinados de Na®, K" e Mg?’, entre
amostras, variaram até 244, 300 e 330 %, respectivamente, conforme esperado, considerando que
sao provenientes de diferentes viveiros.

Comparando os resultados para os teores dos cations Na, K™ e Mg?* obtidos por empresa
independente, para as amostras AMR2 e AMR3, também mostrados na Tabela 10, com aqueles
obtidos pela aplicacdo dos métodos analiticos desenvolvidos, observam-se resultados proximos.

Para a amostra AMS1, a comparagao dos resultados obtidos (Tabela 10) e esperados (subitem
7.1) indicou erros relativos entre 1 e 5 %, indicando exatidao satisfatoria para os métodos.

A partir do conhecimento do teor de cada ion dissolvido na 4gua proveniente do viveiro de
criacdo de camarao ¢ de sua salinidade (geralmente medida com o auxilio de um salindometro), o
produtor podera fazer a adequagao, se necessario, das propor¢des desses ions, de modo que esteja
0 mais proximo possivel daquela encontrada na dgua do mar. Tomando como exemplo a amostra

AMRG6, monta-se o cenario mostrado na Tabela 11.
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Tabela 11 - Determinagdo da proporc¢do tedrica dos cations no viveiro para a amostra

AMRG6, e comparacao com aquelas encontradas através da aplicacdo de método analitico

Na":K"=28:1 mg/L
Mg K" =2:1 mg/L
(Na":K") =28:1

(Mg*":K") =3:1

'Proporg¢do dos principais cations na 4gua do mar de acordo com SUGUNA, 2020;
Fonte: elaborada pelo autor (2021).

Proporgdo determinada dos cations:

Proporgao ideal dos cations':

Nessas condigdes, ha a necessidade de suplementacdo do viveiro com o cation Mg?*, de
modo a adequar a propor¢io Mg?":K* considerada ideal.

Como cita Suguna (2020), e como mencionado ao longo deste trabalho, a criacao de
camardo em aguas de baixa salinidade requer vigilancia constante acerca do equilibrio i6nico nos
viveiros porque a deficiéncia de alguns minerais pode comprometer o seu crescimento e
desenvolvimento, e até, em casos mais graves, causar a morte dos espécimes. A suplementacao dos
minerais pode ser feita através da alimentagdo e/ou pela adi¢ao de sais a agua (ROY et al., 2010;

SUGUNA, 2020).

4.4 DESENVOLVIMENTO DE UM KIT PARA A QUANTIFICACAO DE POTASSIO POR
VIA UMIDA

Sabendo da importancia do potéassio para a sobrevivéncia e crescimento dos espécimes nos
viveiros (PAN et al, 2006; LIU et al., 2014, VALENZUELA-MADRIGAL et al, 2017), buscou-
se avaliar a viabilidade de um kit portatil de baixo custo para a determinagao das concentragoes
desse cation in situ, permitindo que a sua corre¢do imediata no viveiro.

Como agente precipitante foi utilizado o sal tetrafenilborato de sédio - TFBNa (VOGEL,
1981; SKOOG, 2006). A estequiometria da reacao entre o tetrafenilborato de sodio e o potassio em
solugdo € de 1:1, como indicado pela reagdo: Na*(CqHs)4B™ + K* - K*(C¢Hs)4B™ + Na™
(VOGEL, 1981).

Nas analises, foi utilizado uma solu¢do do agente precipitante na concentracao de 0,01 mol/L
(Figura 5), preparada a partir da dissolucdo de massa apropriada do sal em 25,00 mL de agua

deionizada e posterior sonica¢ao por 1 min. A solucdo era preparada no momento das analises.
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Figura 5 - Solugdo de TFBNa, na concentragao de 0,01 mol/L

A

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Inicialmente foram realizados testes de precipitacao e solubilizacdo, a temperatura ambiente

e em triplicata, considerando a adigdo lenta de 2 mL de solug¢do de TFBNa 0,01 mol/L a 2 mL de

solugdo padrdo de potéssio 0,01 mol/L. Apds a adigdo da solu¢ao de TFBNa, a mistura foi deixada
em repouso por 5 minutos.

Os resultados indicaram a formagao instantanea de um precipitado branco leitoso na solugao-

tetrafenilborato de potassio-, que se manteve estavel ao longo do tempo, como mostrado na Figura

6, ¢ a acetona como sendo o melhor solubilizante (Figura 7C).

Figura 6 - Precipitagcdo do potassio na solugdo padrdo apos a adicao da solucdo de TFBNa

0,01 mol/L

e TEN

~

Fonte: elaborada pelo autor (2022).



51

Figura 7 - Teste de solubilizagdo na solucdo precipitada de tetrafenilborato de potédssio apds

a adicdo de hidroxido de sodio (A), acido nitrico (B), acetona (C)

F-, — p————————————— —"-
Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Para o teste de solubilizacao do precipitado formado foram testadas, além da acetona P.A.,
solucdes de acido nitrico, hidroxido de sodio e etanol P.A. (VOGEL, 1981). As quantidades
adicionadas foram as necessarias para ocorrer a total solubiliza¢do do precipitado.

No caso da adi¢ao da solugdo de NaOH 1 mol/L, ndo houve solubilizacdo do precipitado,
conforme mostrado na Figura 7A; a adicdo de HNOj3 concentrado dissolveu o precipitado, mas
resultou em uma solugao de coloragao escura, dificultando a visualizagdo da transformagao (Figura
7B); a adicao de etanol dissolveu o precipitado, mas foram necessarios 8 mL do reagente, o que o
torna pouco pratico para o proposito do kit.

Identificada a acetona como o melhor solubilizante, procurou-se avaliar quantitativamente
a eficiéncia da solubilizacao do precipitado frente a diferentes porcentagens de agua em acetona.
Os testes foram realizados em uma amostra mistura, formada por 5 mL de cada amostra AMRI,
AMR2, AMR3. O parametro utilizado foi o nimero de gotas do agente solubilizante necessarios
para a completa dissolucdo do precipitado. Os resultados mostrados na Tabela 12 indicam que
ocorreu perda do poder de solubilizagdo do precipitado a medida que se aumentou a porcentagem
de 4gua na solucdo. Embora a acetona pura seja mais eficiente na dissolugdo do precipitado
formado, optou-se por utilizar a solug@o de acetona 33 % (v/v), por entender que € mais viavel para

ser usada em um Kkit.
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Tabela 12 - Volume, em mL, da solugdo solubilizante adicionada a 5 mL da amostra

mistura' até a completa dissolugio do precipitado formado

Porcentagem agua em Volume de solubilizante
acetona adicionado (mL)
50 % (v/v) (1:1) 6,0
33 % (v/v) (2:1) 3,6
0% 2,0

'AMR1, AMR2, AMR3;
Fonte: elaborada pelo autor (2022).

A adi¢ao do solubilizante a mistura (solugdo + precipitado) foi feita com o auxilio de um
conta-gotas. Escolheu-se um conta-gotas que apresentou a menor variagao de volume dispensado
por gota.

Baseando-se na concentragdo de potassio esperada nas amostras de agua provenientes dos
viveiros de criagdo de camardo, foi preparada uma curva de calibragdo, na faixa entre 55 e 276
mg/L, relacionando a concentracao de potéassio nos padrdes com o nimero de gotas do solubilizante
(solugdo acetona: dgua 2:1) necessarias para a completa dissolucao do precipitado. A curva de

calibracao obtida ¢ mostrada na Figura 8.

Figura 8 - Numero de gotas da solugdo acetona: agua 2:1 (v/v) adicionadas até a dissolucao
do precipitado formado, pela adi¢ao de 2 mL de solugdo de TFBNa 0,01 mol/L em 2 mL de
solucao padrao

68

66 y = 0,0652x + 49,831 °
64 R2=0,9438

62 .

60 e

58
56

54 )
52 °

50
0 50 100 150 200 250 300

Concentragdo de K (mg/L)

Numero de gotas adicionadas

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Os padroes de potéssio foram preparados a partir da dissolugdo apropriada de massa do sal
de cloreto de potdssio em agua deionizada. Para a formagdo do precipitado, foi adicionado
lentamente a 2 mL da solucao padrao 2 mL da solugao de TFBNa 0,01 mol/L.

Pretendia-se estabelecer uma relagdao proporcional entre o nimero de gotas da solucao de
acetona necessario para solubilizar o precipitado formado e a concentragdo de potassio na amostra.

Portanto, a partir da curva de calibragdo obtida (Figura 8), determinou-se a concentragdo de
potassio nas amostras AMR1, AMR2 e AMR3. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 13.
Foi feita, entdo, uma comparagao entre as concentragdes de potassio determinadas a partir da curva
de calibragdo e a partir da aplicacdo do método validado por fotometria de chama.

Os resultados obtidos indicam uma relagdo pouco linear (R? = 0,9438) entre a concentracio
de K" nas amostras ¢ o namero de gotas do solubilizante adicionado. Quando se analisam as
amostras, os teores de potéssio obtidos diferiram do esperado, apresentando erros relativos entre
29 % e 50 %, indicando a baixa exatiddo do método. Para a amostra AMRI1, a concentracdo de

potassio obtida ficou fora da curva de calibragao.

Tabela 13 - Numero de gotas adicionadas de solucao de acetona 33% (v/v) necessarias para
a dissolucdo do precipitado tetrafenilborato de potassio, formado pela adicao de 2 mL de solugao

de TFBNa 0,01 mol/L a 2 mL de amostra

Amostra Concentragio de K (12 Gotas (!e.sol. acetona  Concentragao obtida

(mg/L) adicionadas (mg/L)*

padrdo 55 52

padrdo 110 59

padrao 165 60

padrao 220 65

padrdo 276 67

AMRI1 226 £29 51+4 fora da curva

AMR2 176 £ 11 58+£2 125+1

AMR3 201 £04 55+3 99 +2

'As concentragdes de K nas amostras AMR1, AMR2 e AMR3 foram obtidas por fotometria de chama, a

partir de método validado pelo laboratdrio;

, 4. txS , . ~ P , .
*Expresso como Média + Intervalo de Confianga = N S € o desvio-padrao, n € o nimero de replicatas e

t € o parametro de Student (o = 0,05; n=3);
Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Esses resultados pareciam indicar que a visualizagdo do ponto final da titulagdo, isto ¢, a
completa dissolugdo do precipitado, poderia ndo estar ocorrendo de maneira eficiente, em virtude,
por exemplo, da turbidez da mistura. Desse modo, foram feitos testes para a quantificagdo em
massa do precipitado formado.

A determinagdo da massa de tetrafenilborato de potassio nos padroes e amostras foi feita
como segue: adi¢do lenta de 4 mL da solu¢ao de TFBNa 0,01 mol/L a 4 mL de amostra ou solucao
padrao 0,01 mol/L, com consequente formacao do precipitado; apos 5 minutos de repouso, as
misturas resultantes foram centrifugadas a 4000 rpm, por 6 minutos; o sobrenadante foi descartado
e o corpo de fundo foi seco em estufa, a 60° C, por aproximadamente 30 minutos, resfriado em
dessecador e, finalmente, pesado em balanga analitica. A utilizacdo de 4 mL de amostra e 4 mL
solucao de TFBNa 0,01 mol/L se deu em funcao da necessidade da formagao de precipitado cuja
massa pudesse ser determinada de maneira mais precisa.

A curva de calibrag¢do obtida, relacionando a concentracdao de potdssio nos padrdes com a
massa do precipitado obtida ¢ mostrada na Figura 9. A partir dessa curva, foram obtidas as
concentracdes do analito nas amostras AMR1, AMR2 ¢ AMR3, e novamente, esses teores de
potassio foram comparados aqueles obtidos por fotometria de chama. Os resultados sdo mostrados

na Tabela 14.

Figura 9 - Massa do precipitado formada (em g) a partir da adi¢cdo de 4 mL de TFBNa 0,01

mol/L a 4 mL solu¢do padrio em diferentes concentragdes de K*

0,014
o 0,012
‘o’ y =4E-05x + 0,0022
T 0,01 R? = 0,9868
:‘é’_
S 0,008
g
o
° 0,006
©
© 0,004
(%]
©
= 0,002

0
0 55 110 165 220 275
Concentragdo de K (mg/L)

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Tabela 14 - Massa (em g) do precipitado obtida apos a adi¢do de 4 mL de solucdo de
TFBNa 0,01 M a 4 mL de amostra ou solucao padrao

Amostra Concentragdo ~ Massa do precipitado  Concentragao obtida

de K*® (mg/L) obtida (g) (mg/L)?
padrao 55 0,0042
padrao 110 0,0070
padrao 165 0,0082
padrao 220 0,0104
padrao 276 0,0131
AMRI1 226 +29 0,0119 243
AMR2 176 £ 11 0,0067 113
AMR3 201 £ 04 0,0072 190

'As concentragdes de K nas amostras AMR1, AMR2 e AMR3 foram obtidas por fotometria de chama, a
partir de método validado pelo laboratorio;

2Obtidas a partir da curva de calibragio (Figura 9);

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

A partir da observacdo da Figura 9 ¢ possivel confirmar que existe uma relacao
aproximadamente proporcional entre a massa do precipitado formado e a concentragdo de K™ nas
amostras, dado o coeficiente de determinacdo (R? = 0,9868). A comparacio das concentracdes de
K" obtidas a partir da curva de calibra¢do mostrada na Figura 9 com aquelas obtidas por fotometria
de chama, indicam erros relativos entre 5 % e 35 %, portanto, melhores, quando comparados ao
obtidos pela titulagdo. Desse modo, deixa-se em aberto a possibilidade do desenvolvimento de um
kit semiquantitativo para determinacdo de potassio, a partir da massa do precipitado, devendo

serem feitos teste de adi¢do e recuperacao e o método ser testado em mais amostras.

4.5 DETERMINACAO DOS ANIONS CI, SO4*, HCO3", NOs" ¢ NO,;” POR ELETROFORESE
CAPILAR DE ZONA COM DETECTOR UV/VIS

Nesta se¢ao sdo apresentadas as principais etapas desenvolvidas para o desenvolvimento ¢ a
otimizagdo do método analitico para a determina¢ao dos anions supracitados por eletroforese

capilar de zona.



56

4.5.1 Escolha dos constituintes do BGE e ajuste da for¢a ionica

A 4gua de carcinicultura possui consideravel concentragdo de ions, ou seja, alta forca idnica,
o que influencia na anélise por CE, porque a matriz da amostra salina compete com os analitos no
processo de migracao no interior do capilar, prejudicando a repetibilidade do método e provocando
aquecimento pelo efeito Joule, o que causa distor¢ao do pico (DING; TORNTON; FRITZ, 1998).
Além disso, a alta concentra¢do idnica da matriz gera uma condutividade maior do analito em
comparacao aquela observada no BGE, o que causa o alargamento da zona, ¢ consequentemente,
picos planos e baixa resolucdo (BODEN; BACHMANN, 1996). Portanto, a escolha correta do
BGE e o ajustamento da for¢a iOnica sdo parametros de vital importancia para o sucesso do
desenvolvimento do método analitico.

Nos casos em que se usa detec¢do na regido UV/Vis, o eletrdlito deve conter uma espécie
cromofora, visto que, como citado por Colombara et a/ (1996), a maioria dos anions de baixo peso
molecular ndo absorve radia¢ao nessa regiao, por exemplo, o ion CI. Neste caso, entdo, a detec¢cao
¢ feita de modo indireto: o espectro UV do cromdforo ¢ monitorando durante o tempo da corrida,
e quando os analitos que ndo absorvem a radiacdo passam pelo detector, ocorre uma queda na
absorbancia, que ¢ registrada pelo equipamento como um pico negativo no eletroferograma (VAZ
et al, 2015). A escolha do cromato de potassio como eletrolito para as analises dos analitos foi
baseada nos trabalhos de Colombara et a/ (1996) ¢ Mimura et al (2013).

A determinagdo da faixa do pH do BGE de trabalho deve ser feita de modo a se garantir que
os analitos estejam totalmente ionizados na forma de interesse e apresentem diferencas de
mobilidade suficientes para permitir a separagao (BETTA, 2017). Para auxiliar na escolha do pH,
foi construida uma curva de mobilidade efetiva (per) versus pH, como mostrado na Figura 10. Os

valores de mobilidade foram obtidos do software PeakMaster 5.3.
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Figura 10 - Curva de mobilidade efetiva (per) em funcdo do pH para os anions para CrO4%,

Cl, SO4, NOs", NO>" e HCO3"

Her X 109 (M2 V-1s-1)

60 f‘ o ‘Mzit adadde 3z Egigddc KK
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—a- = Acido sulfurico —=— Acido carbdnico = @=Acido cromico

—@- - Acido cloridrico —e=— Acido nitrico ~ --#-- Acido nitroso

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

A partir da analise da Figura 10, e considerando os anions a serem determinados, optou-se
por trabalhar com o BGE em pH na faixa entre 8,0 ¢ 8,5, visto que nessa condi¢do ha o predominio
de todas as espécies de interesse: CrO4” (pH>8), SO+ (pH>3), NO2™ (pH>5) e HCO;5™ (8<pH<9).
Para as espécies Cl" e NO3;™ ndo foram observadas alteragdes de suas mobilidades com a variagdo
de pH.

Quanto ao ajuste da forca i6nica, optou-se por usar um BGE com a forg¢a idnica proxima a
da amostra, de modo a se evitar uma etapa de pré-tratamento e/ou aditivos. Roder ¢ Bachmann
(1994), por exemplo, usaram solu¢do de bério para melhorar a separa¢do dos anions NO3™ e SO4*
em agua da chuva.

Para o calculo da for¢a ionica das amostras, considerou-se uma concentra¢ao idnica
aproximada de 10 g/L, que para efeitos de simplificacdo, correspondem a concentragdo de NaCl

(M = 58,5 g/mol), portanto, forca idénica de 171 mM, determinada a partir da equagdo [ =

% ([A)Z2 + [B]ZE + -+- + [N]Z2), em que [A] e [B] correspondem as concentracdes do cation e do
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anion, respectivamente, € Z, e Zp suas cargas. Tendo o BGE sido preparado a partir do sal KoCrOs,
chegou-se a uma concentragdo 60 mM e forca ionica de 180 mM, portanto, préxima aquela
determinada para as amostras (171 mM).

Para a deteccdo dos anions, foi adicionado ao BGE o surfactante cationico brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB) na concentragdo de 2,5 mM, e foi utilizada polaridade invertida.
Nestas condig¢des, ocorre, respectivamente, a inversdo do fluxo eletrosmético e aplicacdo de
voltagem negativa na extremidade do capilar em que ¢ feita a inje¢do, e consequentemente,
polaridade positiva no polo em que ¢ feita a detecgdo. Isso permite que os anions ¢ 0 EOF migrem
na dire¢do do detector, o que aumenta a eficiéncia na separagdo dos anions. A escolha do CTAB

como inversor de fluxo foi baseada no trabalho de Oliveira et al (2012).

4.5.2 Planejamento Experimental

Determinadas, entdo, as condi¢gdes de corrida, isto ¢, fluxo e polaridades invertidos e BGE

de composi¢io inicial de 60 mM de CrO% e 2,5 mM de CTAB, procedeu-se a fase de aplicagio e
otimizagao.

Inicialmente, testou-se 0 BGE na composi¢ao inicial, considerando uma voltagem de -5 kV,

a partir da inje¢do de uma amostra mistura de C1~, SO,%~, NO;~ ¢ NO, ™ na concentra¢io de 250

mg/L para cada analito, com concentracdo final de BGE igual a 13 mM. O eletroferograma ¢é

mostrado na Figura 11. Nesta figura € possivel observar a completa separagdo dos picos 1 e2 ea

comigragdo dos picos 3 e 4, correspondentes aos anions NO;~ e SO,2”, respectivamente.
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Figura 11 - Eletroferograma de uma amostra mistura de 250 mg/L de CI, SO4*, NOs™ e
NO> com 13 mM de BGE'
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'BGE 60 mM CrOﬁ'e CTAB 2,5 mM (pH 8,40), temperatura cassete: 25°C, voltagem: -5 kV, detec¢ao
em: 254 nm, inje¢do hidrodinamica: 25 mbar/ 5 s e coluna capilar de silica fundida -TSP (comprimento

efetivo 40 cm). Identificacdo dos picos: 1: C17, 2: NO,~, 3:NO; ™, 4: S0,%".
Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Essas mesmas condigdes de corrida foram aplicadas na analise da amostra AMR2, mas
aplicando voltagens de -10 kV e -5 kV. Os eletroferogramas nas Figuras 12A e 12B mostram que
ocorreu a comigragao dos analitos, embora em menor extensao quando da aplicacao da voltagem
menor (-5 kV).

Para melhorar a separacdo, e baseando-se nos trabalhos de Buchberger ¢ Haddad (1992),
optou-se por testar a adi¢cdo do solvente organico acetonitrila 3,5 % (v/v) no BGE. Os resultados
sdo mostrados nas Figuras 12C e 12D, e indicam uma melhoria na separacdo dos anions na
condicdo de — 5 kV, embora com tempo de migragdo maior. Esta, entdo, foi a voltagem escolhida
para a continuagao do trabalho.

A ndo deteccdo de nitrito na amostra AMR2 decorre do fato de que, em presenga de
oxigénio, o nitrito ¢ um intermediario instavel e ¢ rapidamente oxidado a nitrato (VINATEA,

1996).
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Figura 12 - Eletroferogramas obtidos para a amostra AMR2 a partir de diferentes condi¢des

de analise
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Condigdes de corrida iguais: temperatura cassete: 25°C; detecgdo em: 254 nm, inje¢do hidrodindmica: 25
mbar/ 5s; capilar silica fundida revestido com poliimida (serie TSP) de 48 cm (comprimento efetivo 40
cm); (A) e (B): BGE 60 mM Cr03~e 2,5 mM CTAB (pH 8,40); voltagem: -10 kV (A) e -5kV (B); (C) e
(D): BGE 60 mM Cr03~, 2,5 mM CTAB e 3,5 % ACN (pH 8,40), voltagem: -10 kV (C) e -5kV (D).
Identificagdo dos picos: 1: CI7, 2: NO; ™, 3: 5042_;

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Buchberger ¢ Haddad (1992) também relatam a utilizagdo do solvente organico metanol
(MeOH) para ajudar no processo de separacdao de anions. Desse modo, decidiu-se investigar, a
partir de um planejamento de misturas, a influéncia da adi¢ao ao BGE desses dois solventes (MeOH
e ACN), separados ou em conjunto, na melhoria da separagao dos analitos. A porcentagem total de

solvente organico no eletrolito foi fixada em 3,5% (v/v) do BGE. A concentracdo do eletrélito e do
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CTAB foram mantidas constantes em 60 mM e 2,5 mM, respectivamente, bem como polaridade e
fluxo eletrosmético invertidos e voltagem em -5 kV.
Para o planejamento, foi preparada uma solucao padrao a partir da mistura de solugdes de
Cl~, S0,%7,NO5; e NO, ™ na concentragio de 250 mg/L cada e injetada em duplicata. A matriz de
contraste e as respostas (CRS) sdo mostradas na Tabela 15; os eletroferogramas correspondentes
sao mostrados na Figura 13. No triangulo retangulo da Figura 13, todas as cinco possiveis misturas
dos dois componentes correspondem a pontos localizados sobre a hipotenusa. O ponto localizado
sobre o angulo reto representa 0 BGE sem adi¢cao dos componentes.
Para a escolha da melhor condicdo de analise, foi utilizada a estatistica de resolugao
cromatografica (CRS, do inglés chromatographic resolution statistic), cuja fungao ¢ avaliar a
resolucao dos picos no eletroferograma simultaneamente ao tempo de corrida. Quanto menor o

CRS, mais eficiente a separagdo. Pode ser calculada pela equagdo CRS =

iy 2 2
{ vy (Ri,iil:l’_l+l;rr_1il:;;)Ri,i+1 ptl —(n—Rll')l:{%éd} .%“, em que R; ;4 corresponde a resolugdo entre pares
de solutos adjacentes, Rmed corresponde a resolugao média entre pares de solutos, Rot € a resolucao
ideal ou desejada fixada como 1,5, Rmin ¢ a resolu¢do minima aceitavel, igual a 1, t, € o tempo de
migracao do ultimo soluto eluente € n € o nimero de analitos na amostra (n=4) (McGUFFIN;

TAVARES, 1997).
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Tabela 15 - Quantidades de ACN (acetonitrila) e MeOH (metanol), em % (v/v)' usados em

cada mistura, preparada em duplicata, e resposta estatistica CRS?

Mistura ACN MeOH CRS
A 3,500% 0,000% 3,0
B 3,500% 0,000% 72,1
C 0,000% 3,500% 3,3
D 0,000% 3,500% 3,1
E 1,750% 1,750% 807,1
F 1,750% 1,750% 6,4
G 0,875% 2,625% 16,2
H 0,875% 2,625% 4,0
| 2,625% 0,875% 6,7
J 2,625% 0,875% 13,3
K 0,000% 0,000% 1256,3
L 0,000% 0,000% 80,2

A porcentagem de solvente organico foi fixa em 3,5 % (v/v) do BGE;
“Estatistica de resolugdo cromatografica (CRS, do inglés chromatographic resolution statistic);
Fonte: elaborada pelo autor (2022).



Figura 13 — Eletroferogramas, em duplica, obtidos de acordo com as diferentes

composicdes de ACN e MeOH no BGE utilizadas no planejamento de misturas
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BGE: 60 mM Cr03~, 2,5 mM CTAB 2,5, A e B: 3,5% ACN, C e D: 3,5% MeOH, E e F: 1,75% ACN e
1,75% MeOH, G e H: 0,875% ACN ¢ 2,625% MeOH, I ¢ J: 2,625% ACN ¢ 0,875% MeOH, K e L: 0%
ACN e 0% MeOH. Temperatura cassete: 25°C, voltagem: -5 kV, detec¢do em 254 nm, injecao
hidrodinamica: 25 mbar/5 s e capilar de silica fundida- TSP (comprimento efetivo 40 cm).

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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Os ensaios identificados em A, C, D e H apresentaram os menores valores de CRS, e,
portanto, correspondem as melhores condi¢des de analise, isto ¢, melhor resolu¢do dos picos, ja
que o tempo de corrida ndo variou muito entre as analises. De modo a decidir entre essas condigdes,
foi usado o parametro de repetibilidade como segunda resposta. A amostra mistura dos anions Cl—,
S0,%7,NO;~ e NO,~ foi injetada seis vezes, sob diferentes BGE, pela adi¢io das misturas A, C e
H (os ensaios C e D sdo réplicas das mesmas condigdes). Os ensaios de repetibilidade foram

avaliados a partir do RSD (%) dos tempos de migragao e areas dos picos dos analitos (Tabela 16).

Tabela 16 - Valores de RSD (%) para o teste de repetibilidade

RSD (%) _RSD (%)
Mistura Tempo de migracio Area do pico
cl- so,’ NO;~ NO, | CI” S0, NO3~ NO,~
A 1,68 1,76 1,86 1,87 | 1,54 5,02 538 2,20
C 0,28 0,27 0,27 0,26 |882 9,12 7,50 6,62
H 0,50 0,51 0,54 0,51 | 1,55 1,88 2,10 3,78

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Os valores de RSD (%) para o tempo de migracdo nas trés condi¢des de BGE analisadas
sao baixos — entre 0,27 ¢ 1,87. Porém, o RSD (%) da area do pico, comparando-se todos os anions,
¢ menor na mistura H, indicando maior reprodutibilidade dos dados. Portanto, a mistura H foi usada
na adi¢do ao BGE, otimizado da seguinte forma: 60 mM Cr0O3~, 2,5 mM CTAB, 0,875% ACN e
2,625% MeOH. As outras condigdes instrumentais foram mantidas: temperatura cassete: 25°C,
voltagem: -5 kV, deteccdo em 254 nm, inje¢do hidrodinamica: 25 mbar/5 s e capilar silica fundida

-TSP (comprimento efetivo 40 cm).

4.5.2.1 Calculo do raio de solvatagcdo das espécies anionicas nos diferentes BGE utilizados no

planejamento de misturas

Os raios de hidratacao dos anions (r;) nas diferentes condigdes do planejamento de misturas

foram calculados a partir da equagao, r; = , em que q ¢ a carga do ion, 1 € a viscosidade

MEP .6T . T
da solucdo e ugp ¢ a mobilidade eletroforética do ion (VAZ et al, 2015). Os dados de pugp foram
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obtidos do software PeakMaster 5.3; a carga q foi calculada a partir da equagdo q = ne, em que n
é o numero de elétrons ganhos ou perdidos e e ¢é a carga elétrica elementar do elétron (1,6 x 107
C); a viscosidade de cada BGE foi calculada usando um Viscosimetro de Ostwald (RAYAPROLU
et al., 2018). Uma explicagdo do procedimento para o calculo da viscosidade e os valores do tempo
médio de escoamento e viscosidade para cada BGE sdo mostrados no Apéndice A, a pagina 72. Os

raios dos ions solvatados para cada condigdo sdo mostrados na Tabela 17.

Tabela 17 - Raios de solvatagdo dos anions (em A) determinados a partir dos diferentes

BGEs do planejamento de misturas

BGE r(Cl17)  r(S0,%) r(NO3™) r1(NOy ) ry(HCO;3 )

Cro2~ (60 mM),

CTAB (2,5mM),
ACN (3.5 %) 1,23 2,35 1,31 1,30 2,11

Cro2~ (60 mM),

CTAB (2,5 mM),
MeOH (3,5 %) 1,13 2,16 1,21 1,20 1,94

Cro2~ (60 mM),
CTAB (2.5mM),
ACN (1.75 %), 1,20 2,29 1,28 1,27 2,06
MeOH (1.75 %)

Cro2~ (60 mM),
CTAB (2,5 mM),

ACN (0,875 %), 1,19 2,27 1,27 1,26 2,04
MeOH (2,625%)

Cro%~ (60 mM),
CTAB (2,5 mM),
ACN (2,625%), 1,22 2,32 1,30 1,29 2,09
MeOH (0,875%)

Cro2~ (60 mM),
CTAB (2,5 mM) 1,29 2,46 1,37 1,36 2,21

1A=10""m;
Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Acredita-se que a melhora no perfil de separagio dos 4nions, sobretudo do NO; ™~ e do SO,%~
esteja relacionada a mudangas na interacio BGE-analito, causadas pela adicdo do solvente

organico.
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A Tabela 17 mostra que a adi¢cdo de metanol e acetonitrila diminuiu a interacdo ion-
solvente, considerando que a diminui¢ao dos raios dos anions variou entre 4 ¢ 12 %, quando
comparados a condicdo em que nao se adicionou solvente organico ao BGE, sendo as maiores
variacoes observadas a medida em que se aumentou a porcentagem de metanol na solugao. Dai,
conclui-se que o metanol tem efeito negativo mais pronunciado na interagdo ion-solvente.

No planejamento de misturas, as melhores condi¢des consideradas, de acordo com o menor
CRS — condigoes A, C, D e H -, ttm em comum a maior concentracdo de metanol na solu¢ao do
BGE, o que sugere que um menor raio interage menos com a parede do capilar, aumentando a
seletividade do método.

O anion bicarbonato ndo fora incluido no planejamento de misturas porque, nas amostras
disponiveis a época nao foi detectada a sua presenca. No entanto, a partir da andlise de amostras
contendo tal anion, observou-se que as condigdes estabelecidas no método se adequavam
perfeitamente a sua detec¢ao e quantificacdo, sendo possivel, assim, a sua inclusdo no processo de

validagdo do método.

4.5.3 Avalia¢do de desempenho analitico dos métodos propostos

Os parametros precisdo intradia (repetibilidade) e interdia (precisdo intermedidria), exatidao,
limite de quantificagdo e limite de deteccao foram avaliados por meio de ensaios com a amostra
mistura e com os padroes.

A precisao do método foi avaliada pelo calculo do RSD das areas dos picos e tempos de
migracao, a partir de 10 (dez) corridas sucessivas da amostra mistura. Os resultados sdo mostrados

na Tabela 18.
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Tabela 18 - Valores de RSD % considerando a area dos picos e o tempo de migragdo dos

analitos CI", SO4*, HCOs™ e NO3™ na amostra mistura! determinados por Eletroforese Capilar de

Zona
~ RSD % RSD %
(Area dos Picos) (Tempo de Migracio)
Cl" SO4 HCOs; NOs; | CI' SO4 HCOs NO5
Repetibilidade 1,50 1,84 498 3,19 024 0,21 3,68 0,21
Precisdo o0 275 630 372 | 031 029 482 028
Intermediaria

'AMR2, AMR3, AMR4, AMRS5;
Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Mesmo com essas altas concentragdes dos analitos nas amostras, o0 RSD variou entre 0,59

e 4,98%, indicando a boa repetibilidade (precisdo) do método.

A Tabela 19 mostra os resultados para os testes de exatiddo, bem como os limites de

deteccao (LOD) e quantificacao (LOQ), obtidos para todos os analitos, a partir da amostra mistura

e das amostras AMR1 e AMRG6. Todas as analises foram feitas em triplicatas. A exatidao do método

foi avaliada por meio de ensaios de adi¢do e recuperagdo, a partir da fortificagdo da amostra mistura

com as solugdes padrdes dos analitos em dois niveis de concentragdo: 250 e 750 mg/L, para CI,

SO4> e HCO3', e 100 e 250 mg/L, para o NOs~, conforme mostrado no subitem 3.2.2. O LOD e o

LOQ foram obtidos a partir da relacao sinal-ruido dos eletroferogramas e alturas dos picos.
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Tabela 19 - Limites de detec¢do, quantificagdo e recuperagdo obtidos para os analitos Cl-,

S042-, HCO3-, NO3- por Eletroforese Capilar de Zona, a partir da amostra mistura' e das

amostras AMR1 e AMR6

?:Es(;ri? Analitos (IEl(g)/l;J) (nl;n(g)/%) Recuperaelo 06)
Nivel 1 Nivel 2
Cr 97,7 325,8 97,1 £9,8 98,1 +£10,2
AMOSTRA SO4* 16,6 55,4 94,0 + 10,9 98,1 +4,3
MISTURA HCOs 3,4 11,4 101,1+ 10,6 104,2+ 10,7
NOs” 2,6 8,6 94,8 +5,9 97,3+5,7
Cr 116,5 388,2 99,8 £ 11,7 99,2 +9,7
SO4* 88,9 96,4 101,5+9,3 102,3+7,8
AMR1
HCO5 13,3 444 97,9+4,3 97,4+ 8,7
NO3” 26,9 89,5 99,4+ 11,6 95,9 +4,1
Ccr 69,3 231,1 97,5+ 10,8 97,6 £6,2
SO4* 4,1 13,8 105,7£9,8 97,2+9,4
AMRG6
HCOs5" 41,3 137,6 97,5+ 8.7 99,1 +£10,2
NO3” 26,9 89,5 107,3+12,5 102,159
' Amostra mistura composta por 5 mL da amostra AMR2, AMR3, AMR4 ¢ AMRS5;
2Expresso como Média + Intervalo de Confianga = % , S € o desvio-padrao, n é o nimero de replicatas e

t é o parametro de Student (o = 0,05; n=3); Recuperagdo = [(Ca+p — Ca) / Cp] x 100;

Nivel 1: CI, SO4* ¢ HCO5™ : 250 mg/L, NOs: 100 mg/L;
Nivel 2: CI, SO4* ¢ HCO5™ : 750 mg/L, NOs™: 250 mg/L;
Fonte: elaborada pelo autor (2021).

Os resultados de recuperagdo obtidos, cuja variagao média ficou entre 94,0 e 107,3 %, se
mostraram satisfatorios e dentro do considerado razoavel para o trabalho, que ¢ de 90 a 107%,
considerando a faixa de concentragdo em partes por milhdo (ppm) dos analitos nas amostras
(AOAC, 2012). Os limites de detec¢do e quantificacdo foram considerados adequados para a

quantificagdo das analises.
4.5.4 Aplicacdo do método

Os métodos estabelecidos foram aplicados as 6(seis) amostras de agua de carcinicultura:

AMRI1, AMR2, AMR3, AMR4, AMRS5 e AMRG6. Os teores, em mg/L, encontrados para os analitos
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CI', SOs#, HCO3 e NO;3 e respectivos RSD, estdao mostrados na Tabela 20. Alguns dos

eletroferogramas correspondentes a quantificacdo das amostras estdo mostrados na Figura 14.

Tabela 20 - Resultados obtidos para a quantificagdo dos analitos CI, SO4", HCO3™ e NO3”

nas amostras de 4gua de carcinicultura por eletroforese capilar e respectivos RSD.

Codigo

am((l):tra [CI]mg/. RSD % [1811(;;;] R.,ZD [}Iln(;%'] RSD % [ggi] R;)D
AMRI  9486=1716 728  1656+178 ¥ 148+18 498  389+34 348
AMR2 81894255 125 2846437 128 - ~1320£13 097
AMR3 513475 059 49008 066 - L 6763 407

AMR4 12842 +555 4,32 1880+80 1,72 506+ 07 1,31 45 £02 1,42
AMRS 7561 +£275 1,46 1175+£37 1,25 255421 3,29 402 +49 4,88

AMRG6 4886 + 96 2,05 67+ 02 340 208 +12 5,76 - -

L, 4. txS , . ~ ’ , .
@Expresso como Média + Intervalo de Confianga = - S € o desvio-padrdo, n € o numero de replicatas e

t é o parametro de Student (o = 0,05; n=3).
Fonte: elaborada pelo autor (2022).

O método desenvolvido e otimizado nesse trabalho foi capaz de separar e quantificar os
analitos em concentragdes muito diversas entre amostras e com baixos valores de RSD, o que indica
a sua robustez. Entre amostras, a concentragdo de CI™ variou até 262 %, enquanto SO4, HCO3 e
NOs™ variaram 4000, 341 e 2900 %, respectivamente. A excecdo da AMRI, os RSD variaram entre
0,59 e 4,88 %, indicando boa precisdo.

As concentra¢des encontradas para C1~, SO,%~e HCO; na amostra AMR6 foram 4889 + 96
mg/L, 67 £ 2 mg/L e 208 + 12 mg/L, respectivamente. A auséncia de nitrato e nitrito se justifica
porque esse viveiro ndo recebeu animais e estes sdo anions resultantes majoritariamente do
processo oxidativo da amonia, cuja presenca nos viveiros ¢ devida aos processos metabolicos dos
animais cultivados e da alimenta¢ao nao consumida (CHEN; LIN, 1992).

Assim como na amostra AMR2, ndo foi detectado nitrito nas amostras AMR1, AMR3,
AMR4 e AMRS, em virtude da sua oxidagdo a nitrato, em meio abundante em oxigénio

(VINATEA, 1996). Logo, visando a aplicagdo do método em novas amostras, recomenda-se a
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analise imediata do analito (48 h) ou 0 uso de um preservante para que o ion nitrito possa se manter
estavel por mais tempo, permitindo a sua quantificagao.

A auséncia do ion bicarbonato nas amostras identificadas como AMR2 e AMR3 decorre do
fato de que essas amostras foram acidificadas com HNO; a pH<2 para armazenamento e posterior
determinagdo dos metais (conforme subitem 5.2.2). Em pH abaixo de 4, ocorre o consumo
completo do anion pelo 4acido, através da seguinte reacdo HCO3 + HNO; —» H,C03; + NO; —
CO, + H,0 + NO;3. Por essa equagdo, ¢ plausivel supor que a alta concentracdo de ions nitrato

encontrada nessas amostras seja em parte devido a reagdo entre o bicarbonato e o acido nitrico.
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Figura 14 - Eletroferogramas das amostras de d4gua provenientes de viveiros de cria¢do de

camardo utilizadas para a quantificagio dos anions CI", SO4*, HCOs™ e NOs por eletroforese

capilar de zona
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Condigdo: BGE 60 mM, CTAB 2,5 mM, acetonitrila 0,875% e metanol 2,625 %, pH 8,40; temperatura
cassete: 25 °C; injecdo hidrodindmica: amostra: 25 mbar/5 s,eletrolito: 25 mbar/16 s- pelo lado distante do
detector; voltagem aplicada: -5 kV e detec¢@o: 250 nm; capilar silica fundida revestido com poliimida
(serie TSP) de 48 cm (41 cm comprimento efetivo) x 75 um de diametro interno x 375 um didmetro
externo. Identificagio dos picos: 1: CI~, 2: NO3 ™, 3: 0,27, 4: HCOs7;

Fonte: elaborada pelo autor (2022).
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5 DETERMINACAO DE CLORETO POR TITULACAO CONDUTOMETRICA

A determinacao do cloreto nas amostras provenientes dos viveiros de criacdo de camarao
também foi feita empregando a titulagdo condutométrica. Esta ¢ uma técnica de execucao simples,
rapida e precisa, que pode ser empregada em analises de rotina, por exemplo, na quantificagdo de
espécies quimicas em formulacgdes farmacéuticas (JUNIOR et al., 2017).

O método se baseia na variagdo da condutividade da amostra pela adicdo de solugdo de
AgNOs3, em volumes definidos, com consequente formag¢dao de um soélido branco insoluvel, o
cloreto de prata-AgCl. Até que o ponto final seja atingindo, observa-se uma diminuicdo da
condutividade pela substituicao dos ions Cl™ pelos ions NO3™ em solugdo, cuja condutividade (71,5
S cm? mol™!) é menor quando comparada aquela do cloreto (76,3 S cm? mol™). Apds o ponto final,
a condutividade aumenta devido ao excesso dos ions Ag’ em solucdo (61,9 S cm? mol™).
Considerando essas duas condi¢des, o ponto final da titulagdo pode ser determinado pela intersecao
dessas retas extrapoladas.

Apos algumas experimentagdes, foi definida a concentracao de 0,05 mol/L para a solugdo
titulante de AgNOs. Foram preparados 100 mL de solucdo, a partir da dissolugdo de massa
apropriada de AgNO3 em agua deionizada. Em seguida a solugdo foi padronizada utilizando
solucao de NaCl 3,5 g/LL como padrao primario, cuja curva de titulagao esta mostrada na Figura 15.
A concentragdo obtida para a solu¢cdo de AgNOs3 padronizada foi de 0,048 + 0,001 mol/L (n=3).

O valor da condutancia obtida experimentalmente foi corrigido em fun¢do do volume de

VitVaa

titulante adicionado, considerando a equagdo Condutc,, = Condey, X ( ), em que Condutcor

e Condutexp sdo as condutincias corrigida e experimental e Vi € Vag sdo os volumes inicial e

adicionado, respectivamente.
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Figura 15 - Titulacdo condutométrica, em triplicata, de 1,00 mL de solu¢do de NaCl 0,1

mol/L acrescido de 40 mL de 4gua deionizada, utilizando a solu¢do padronizada de AgNO3 0,048

mol/L
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

A fim de avaliar o parametro de precisao do método para a determinagao de cloreto em agua
proveniente de viveiro de criagdo de camarao, uma amostra mistura foi preparada pela mistura de
5 mL das amostras AMR1, AMR2 e AMR3. A partir dai, foram preparadas seis amostras contendo
uma aliquota de 1,00 mL da amostra mistura acrescido de 40,0 mL de dgua deionizada. As seis
réplicas foram entdo tituladas com a solugdo padronizada de AgNO3 0,048 mol/L. Obteve-se um
coeficiente de variacdo de 1 %, portanto, indicando a boa precisdo do método.

A exatiddo foi avaliada por meio de ensaios de adi¢do e recuperagdo, pela adicdo de dois
valores diferentes de massa ao titulado (1,00 mL da amostra mistura + 40,0 mL de agua
deionizada). Os resultados sao mostrados na Tabela 21. Os valores de recuperacao obtidos (90,0 +

0,2) % € (99,6 £ 0,2) %, foram considerados satisfatorios.
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Tabela 21 - Concentracdo determinada de cloreto e valores de recuperagao obtidos, a partir
da curva de titulagdo condutométrica de 1,00 mL da amostra mistura acrescido de 40,0 mL de

agua deionizada

Massa de NaCl (mg)'
Recuperacio? (%)
Determinada Adicionada
3,70+ 0,2 1,07 90,0+ 0,2
576 +0.2 303 99,6 + 0.2

"Expresso como Média =+ Intervalo de Confianga = r , S € o0 desvio-padrao, n ¢ o nimero de replicatas e
t € o parametro de Student (o = 0,05; n=3);
2Recuperagdo = [(Ca:p — Ca) / Cp] x 100;
Fonte: elaborada pelo autor (2021).

O método foi aplicado as amostras provenientes dos viveiros de criagao de camardao, AMRI,
AMR2 ¢ AMR3. Os resultados sdao mostrados na Tabela 22, bem como os teores de cloreto nas
amostras AMR2 e AMR3, obtidos por laboratério independente contratado pelo colaborador. A

Figura 16 mostra a curva condutométrica obtida para a amostra AMR2, que ¢ similar aquelas

obtidas para as outras amostras.

Tabela 22 — Concentra¢des determinadas de Cl (em mg/L) nas amostras de agua

provenientes de viveiros de criacdo de camardo, por titulagdo condutométrica

Concentracao de CI

Codigo da amostra (mg/L)!
AMRI1 9318 +£294
Resultados lab. AMR?2 7464 + 99
AMR3 6038 + 305
Resultados lab. AMR2 8173 +£409
Independente? AMR3 7430 £ 372
"Expresso como Média =+ Intervalo de Confianga = T’ S € o desvio-padrao, n é o nimero de replicatas e t

¢ o pardmetro de Student (o = 0,05; n=3);

Teores obtidos a partir das analises das amostras de dgua de carcinicultura por laboratério independente
contratado pelo colaborador;

Fonte: elaborada pelo autor (2021).
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Figura 16 - Curva de titulagdo condutométrica da amostra de criagdo AMR2, contendo ions

cloreto, utilizando solugdo padronizada de AgNO3 0,048 mol/L
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Fonte: elaborada pelo autor (2021).

A partir da aplicagdo do teste t de student para médias, comparou-se as concentragdes de
cloreto obtidas nas amostras de carcinicultura pelo método de eletroforese capilar de zona com
detector UV e condutométrico. Os resultados resumidos na Tabela 23 (tuabelado™tcalculado), indicam
nao haver diferenca estatisticamente significativa entre os dados, a um nivel de significancia de 95
%, o que confirma a confiabilidade dos métodos desenvolvidos.

Nao foi possivel aplicar o teste estatistico nos resultados obtidos pelo laboratorio contratado
pelo colaborador, que utilizou o método argentométrico para as analises, porque ndo houve acesso

aos dados brutos, apenas aos valores médios.
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Tabela 23 - Aplicacao do teste t-student para a comparacao das concentragdes médias de

CI obtidas por eletroforese capilar e condutometria, a um nivel de significancia de 95 %

Concentracdo média determinada

Amostra Cr (mgL'1)1 tealculado
Eletroforese . Método
. Condutometria )
capilar Argentimétrico
AMR1 9486 £ 1716 9318 £294 - 2,9
AMR2 8189 + 255 7464 + 99 8173 + 409
AMR3 5134+ 75 6038 + 305 7430 £ 372

- . , q. . txS , . ~ ,
!Concentracio determinada = média + intervalo de confianga = —,-emqueséo desvio-padrdo en € o

numero de replicatas e t € o parametro de Student (a = 0,05;n = 3); ; tubelade= 4,3;
Resultados obtidos a partir do laboratério independente. Método de referéncia SMWW 22* Ed. 2012 -

4500 C1 B.
Fonte: elaborada pelo autor (2021).
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6 CONCLUSAO

Foi possivel desenvolver e validar métodos analiticos para a quantifica¢do dos céations Na”,
K" e Mg?" e dos anions CI,, SO4*, HCOs, NOs” e NO2 em amostras de d4gua provenientes de
diferentes viveiros de criacdo de camardo, empregando as técnicas de espectrometria de emissao e
absor¢do atdmicas com chama e eletroforese capilar de zona com deteccdo UV. Foram avaliados
alguns parametros de analiticos dos métodos otimizados, sendo eles: linearidade, precisao, limites
de detec¢dao e quantificacdo, seletividade e exatiddo. Os resultados indicaram boas exatidao e
precisdo para os métodos, bem como adequada seletividade.

O método desenvolvido usando a técnica de eletroforese capilar tem como vantagem a
determinagdo simultanea de 5 anions em concentragdes diversas € na presenca de uma matriz com
alta forga i6nica, contornando a mobilidade proxima de alguns anions como nitrato e sulfato, sem
a necessidade de uma mistura complexa de eletrdlitos e em tempo relativamente curto de analise.

Alternativamente, a determinacdo do cloreto foi estudada em algumas amostras empregando
a titulacdo condutométrica. A precisao e exatidao do método também se mostraram satisfatorias.
A comparacao dos teores médios de cloreto obtidos pelo método de eletroforese capilar de zona
com detector UV e pelo método condutométrico, a partir da aplicagdo do teste t de Student, indicou
nao haver diferenca estatisticamente significativa entre os dados, a um nivel de significancia de 95
%.

Os métodos desenvolvidos se mostraram confiaveis e podem ser aplicados em rotinas de
analise, seja pela relativa simplicidade dos métodos, seja pela facilidade de operagdo dos
equipamentos e custo moderado.

Finalmente, recomenda-se propor e validar metodologia analitica para analise de calcio em
amostras dos viveiros por F AAS e outros micronutrientes, aplicagdo dos métodos de anéalise para
um estudo de caso mais abrangente, com mais amostras, para caracterizar (¢ avaliar) a qualidade
da 4gua dos viveiros de diferentes regides do Brasil, por exemplo, correlacionando a qualidade
dessa agua com clima e/ou alimentagdo e/ou produtividade dos viveiros, e, para o kit de potassio,

sugerem-se estudos de interferentes, testes de adicao e recuperagao e aplicagdo em mais amostras.



78

REFERENCIAS

AOAC INTERNATIONAL. Appendix F: Guidelines for Standard Method Performance
Requirements. AOAC OFFICIAL METHODS OF ANALYSIS. p. 1-17, 2012.

APHA, 2012. Standard Methods For The Examination Of Water And Wastewater, 22nd ed.
American Public Health Association, American Water Works Association, Water Environment
Federation. Washington, DC.

BAKER, D. R. Capillary Electrophoresis. New York: John Wiley & Sons, 244 p., 1995.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢ao RDC n. 166,
24 de junho de 2017. Guia para Validacao de Métodos Analiticos. Diario Oficial da Unido,
Brasilia, 25 de julho de 2017b.

BERNHARDT, M. F. MicroServidor Web no monitoramento e controle remotos da qualidade da
dgua na carcinicultura. 2003. 112f. Dissertacdo (Mestrado), Departamento de Ciéncia da
Computagao, Universidade Federal de Santa Catarina, 2003.

BETT, C.; VINATEA, L.. Combined effect of body weight, temperature and salinity on shrimp
Litopenaeus vannamei oxygen consumption rate. Brazil Journal of Oceanography, v. 57, n.4, p.
305-314, 20009.

BETTA, F. D.. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS RAPIDOS POR
ELETROFORESE CAPILAR APLICADOS A ANALISE DE PRODUTOS CARNEOS E
CERVEJA. 2017. 177 p. Tese (Doutorado), Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncia dos
Alimentos, Florian6polis, 2017.

BODEN, J., BACHMANN, K.. Investigation of matrix effects in capillary zone electrophoresis.
Journal of Chromatography, n. 734, p. 319-330, 1996.

BOYD, C., LE, P. T.. Accuracy of Custom Water Analyses Varies. Global Aquaculture
Advocate, may/June 2013.

BOYD, C. E. Composi¢ao da d4gua e manejo do viveiro de camarao. /n: Revista da ABCC,
Recife, ano 3, n.1, p. 17-19, abr. 2001.

BOYD, C.E. Water Quality Management and Aeration in Shrimp Farming. Fisheries and Allied

Aquaculture Department: Series No 2. Alabama Agricultural Experiment Station, Alabama.
1989.

BOYD, C. E.. Water quality in ponds for aquaculture. Alabama: Auburn University, Alabama.
Birmingham Publishing Co. p. 482, 1990.



79

BOYD, C. E. Revisiting ionic imbalance in low-salinity shrimp aquaculture. 2018. Disponivel em:
https://www.aquaculturealliance.org/advocate/revisiting-ionic-imbalance-in-low-salinity-shrimp-
aquaculture/. Acesso em: 05 jun. 2021.

BOYD, C.E.; TUCKER, C.S. Pond aquaculture water quality management. Kluwer Academic
Publishers, Boston, 1998.

BOYD, C. E.; THUNIJAI, T. Concentrations of major ions in water of inland shrimp farms in
china, Ecuador, Thailand and The United States. Journal of the World Aquaculture Society, v. 34,
n. 4, p. 524-532, 2003.

BUCHBERGER, W., HADDAD, P. R. Effects of carrier electrolyte composition on separation
selectivity in capillary zone electrophoresis of low molecular-mass anions. Journal of
Chromatography, n. 608, p. 59-64, 1992.

CAMPOS, B. R. et al. The Effect of Ammonia, Nitrite, and Nitrate on the Oxygen Consumption
of Juvenile Pink Shrimp Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille, 1817) (Crustacea: Decapoda).
Journal of Applied Aquaculture, v. 26, 2014.

CARVALHO, R. A. Atualizacdo sobre as exigéncias de minerais para camardes marinhos. In:
Revista da ABCC, Recife, ano XXIII, p. 40-43, jun. 2021.

CHEN, J. C. et al. Survival, haemolymph osmolarity and tissue water of Penaeus chinensis
juveniles acclimated to different salinities and temperature levels. Physiol. 1995; 110: 253-258.

CASTRO, A.A.; PAGANI, G.D. Secagem e composi¢do quimica da cabega de

camarao (Litopenaeus vannamei Boone) a diferentes temperaturas. Revista Brasileira de
Produtos Agroindustriais (ISSN 1517-8595), v. 6, n. 2; p. 123-129. Campina Grande, PB,
Brasil, 2004.

CAVALCANTIL L. et al.. Iniciativas Estratégicas para Apoiar Inova¢oes no Nordeste:
Segmento Carcinicultura. Recife, 2005.

CAVALHEIRO, T. B.; CONCEICAO, M. M. DA; RIBEIRO, T. T. B. C. Crescimento do camario
Litopenaeus vannamei em viveiros e tanques utilizando efluente do processo de
dessalinizacdo. Gaia Scientia, v. 10, n. 4, 19 dez. 2016.

CIENFUEGOS, F.; VAITSMAN, D. S.. Analise Instrumental. 1. ed. Rio de janeiro: Interciéncia,
2000.

COLOMBARA, R.; TAVARES, M. F. M.; MASSARO, S. Determinac¢ao simultanea de anions
por eletroforese capilar: caracteristicas e aplicagdes. Quimica Nova, v. 20, n. 5, p. 512 — 518,
1997.

COLOMBARA, R. Desenvolvimento de metodologia para analise de anions por eletroforese
capilar aplicada a emissao veicular. Tese (Doutorado em Ciéncias — Area: Quimica Analitica),
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 1996.



80

COLOMBARA, R.; TAVARES, M. F. M.; MASSARO, S. Determinacao simultanea de anions
por eletroforese capilar: caracteristicas e aplicagdes. Quimica Nova, v. 20, n. 5, p. 512 — 518,
1997.

COZER, N. INTERIORIZACAO DA CARCINICULTURA BRASILEIRA. 2018. Disponivel
em: https://gia.org.br/portal/interiorizacao-da-carcinicultura-brasileira/. Acesso em: 11 jul. 2012.

DAVIS, D.A., BOYD, C.E., ROUSE, D.B., SAOUD, IL.P.. Effects of potassium, magnesium and
age on growth and survival of Litopenaeus vannamei post-larvae reared in inland low salinity
well waters in West Alabama. J. World Aquac. Soc., v. 36, p. 416419, 2005.
https://doi.org/10.1111/1.1749-7345.2005.tb00346.x.

DING, W., THORNTON, M. J., FRIZT, J.S. Capillary electrophoresis of anions at high salt
concentrations. Electrophoresis, n. 19, p. 2133-2139, 1998.

EURACHEM Guide: The Fitness for Purpose of Analytical Methods — A Laboratory Guide to
Method Validation and Related Topics. Magnusson, B. and U. Ornemark (Ed.), 2014.

EMERENCIANO, M.; GAXIOLA, G.; CUZON, G. Biofloc technology (BFT): a review for
aquaculture application and animal food industry. /n: Biomass now-cultivation and utilization.
2013.

FARIA, A. F.; DE SOUZA, M. V. N.; OLIVEIRA, M. A. L. Validation of a Capillary
Electrophoresis Method for the Determination of Ciprofloxacin, Gatifloxacin, Moxifloxacin and

Ofloxacin in Pharmaceutical Formulations. Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 19, n.
3, p- 389 — 396, 2008.

FERNANDES, K. G. et al.. Padronizac¢ao Interna em Espectrometria de Absor¢do Atomica.
Quim. Nova, Vol. 26, No. 2, 249-252, 2003.

FRAZIER, R. A. et al.. Development of a capillary electrophoresis method for the simultaneous
analysis of artificial sweeteners, preservatives and colours in soft drinks. Journal of
Chromatography A, v. 876, p. 213-220, 2000.

FREIRE, A.C.; BALDI, M. Processo inovativo e indicadores estruturais: posi¢ao dos atores e
trajetoria tecnologica na rede de carcinicultura potiguar. Organizacdes&Sociedade, v. 21, n. 69,
p. 235-254,2014.

HARRIS, D.C. Quantitative Chemical Analysis. 8th edition. New York, NY: W.H. Freeman
and Co, 2010.

HUBER, L. Validation of Analythical Methods: Validation and Qualification in Analytical
Laboratories. 2nd Edition, Informa Healthcare, New York, 125, 2007.

IBGE- Produgao da Pecuaria Municipal 2018. Disponivel em:
https://biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/periodicos/84/ppm_2018 v46_br_informativo.pdf.
Acesso em: 30 abr. 2020.




81

INMETRO: Orientacdes sobre Validacao de Métodos Analiticos. Inmetro. Rio de Janeiro, Julho
2018.

IUPAC. Compendium of Chemical Terminology. Prague: IUPAC, 2014.

KUBITZA, F. O impacto da amdnia, do nitrito ¢ do nitrato sobre o desempenho e a saude dos
peixes e camardes. In: Panorama da Aquicultura, vol. 27, n. 164, p. 14-23, 2017.

KUBITZA, F. A interiorizacdo do L. vannamei no Brasil: os desafios nos cultivos em sistemas
intensivos com zero descarga de agua. In: Panorama da Aquicultura, vol. 29, n. 175, p. 17-27,
2019.

KUHN, D. D. Evaluation of two types of bioflocs derived from biological treatment of fish effluent
as feed ingredients for Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei. Aquaculture, v. 303, p. 28-
33, 2010.

KRUG, F. J.; NOBREGA, J. A.; OLIVEIRA, P. V. Espectrometria de Absor¢ao Atdmica. Parte
1. Fundamentos e Atomizacdo com chama, 2004. Disponivel em:
http://www.ufjf.br/baccan/files/2011/05/A AS-geral-parte-1-revisada.pdf. Acesso em: 25 ago.
2019.

LAJUNEN, L. H. J. Spectrochemical Analysis by Atomic Absorption and Emission. 1st edition.
Royal Society of Chemistry, 1992.

LEMAIRE, P., et al. Combined effect of temperature and salinity on osmoregulation of juvenile
and subadult Penaeus stylirostris. Aquaculture, n. 209, p. 307-317, 2002.

LIN, Y. C.; CHEN, J. C. Acute toxicity of nitrite on Litopenaeus vannamei Boone Juveniles at
different salinity levels. Aquaculture, v. 224, p. 193, 2003.

LIU, H. et al. Effect of Various Na/K Ratios in Low-Salinity Well Water on Growth Performance
and Physiological Response of Pacific White Shrimp Litopenaeus Vannamei. Chinese J.
Oceanol. Limnol., v. 32, n. 5, p. 991-999, 2014.

LYMAN, J.; FLEMING, R. Composition of seawater. Journal of Marine Research, n. 3, p.
134-146, 1940.

MADRID, R. M.; WURMANN, C. G. O futuro da carcinicultura marinha no Brasil. /n: Revista
da ABCC, Recife, ano XIII, n.2, p. 42-47, jun. de 2011.

MCGUFFIN, V. L.; TAVARES, M. F. M.. Computer-Assisted Optimization of Separations in
Capillary Zone Electrophoresis. Anal. Chem., n. 69, p. 152-164, 1997.

MIMURA, A. M. S. Investigacao de Diferentes Estratégias de Preparo de Amostras de
Sedimentos de Rio para Determinaciao de Elementos-Traco por Espectrometria de
Absor¢ao Atémica. 2013. 100f. Dissertacao (Mestrado), Instituto de Ciéncias Exatas,
Universidade Federal de Juiz de Fora, 2013.



82

NATORI, M. M. et al.. Desenvolvimento da Carcinicultura Marinha no Brasil € no Mundo:
Avancos Tecnologicos e Desafios. Informac¢ées Econdomicas, SP, v. 41, n. 2, fev. 2011.

NUNES, A.J. P. O impacto da temperatura no cultivo de camardes marinhos. In: Revista
ABCC, ano 4, n. 01, p. 32-36, 2002.

NUNES, A. J. P. A intensificacdo no cultivo de camardes: uma tendéncia inevitavel para
melhorar a eficiéncia produtiva e econdmica. In: Panorama da Aquicultura, v. 29, n. 175, p.
49-61, set/out 2019.

OLIVEIRA, M. A. L.; SOARES, D. C; TOSTES, G. S.; GUIMARAES, M. C.; VAZ, F. A. S.
Optimization of an Alternative Methodology for Simultaneous Analysis of Nitrite and Nitrate in
Water form Urban Street by Capillary Electrophoresis under Direct UV Detection. American
Journal of Analytical Chemistry, v. 3, p. 484 — 490, 2012.

PADUA, H. B.. Polui¢do da agua. 2001a. Disponivel em:
http://www.jundiai.com.br/abrappesq/materias.htm. Acesso em: 30 mar. 2021.

PAN, L. Q.; LUAN, Z. H.; JIN, C. X. Effects of Na+/K+ and Mg2+/Ca2+ Ratios in Saline
Groundwaters on Na+-K+-ATPase Activity, Survival and Growth of Marsupenaeus Japonicus
Postlarvae. Aquaculture, 2006, 261 (4), 1396-1402.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2006.09.031.

PLANO DE DESENVOLVIMENTO DA AQUICULTURA BRASILEIRA —2015/2020.
Ministério da Pesca e Agricultura. 2015. Disponivel em: http://seafoodbrasil.com.br/wp
content/uploads/2015/09/Plano_de Desenvolvimento_da_Aquicultura-2015-2020.pdf. Acesso
em: 30 abr. 2020.

PEREZ-VELAZQUEZ, M.; ALLEN DAVIS, D.; ROY, L. A.; GONZALEZ-FELIX, M. L.
Effects of water temperature and Na+:K+ ratio on physiological and production parameters of
Litopenaeus vannamei reared in low salinity water. Aquaculture, 342:13-17, 2012.

PIMENTEL, M. F.; NETO, B. B. Calibragcdo: Uma revisao para quimicos analiticos. Quimica
Nova, v. 19, n. 3, p. 268 — 277, 1996.

PINA-VALDEZ, P.; ARZOLA-GONZALEZ, J. F.; NIEVES-SOTO, M.; MEDINA-JASSO, M.
A. Efecto combinado de temperatura y salinidade nel consumo de oxigeno em post-larvas de
camaron blanco Litopenaeus vannamei. Bol. Inst. Pesca, v. 41, n. 1, p.8§9-101, 2015.

RIBANI, M.; BOTTOLI, C. B. G.; COLLINS, C. H.; JARDIM, 1. C. S. F.; MELO, L. F. C.
Validagao em métodos cromatograficos e eletroforéticos. Quimica Nova, v. 27, n. 5, p. 771 —
780, 2004.

RIBEIRO, L. F. et al. Desafios da carcinicultura: aspectos legais, impactos ambientais e
alternativas mitigadoras. RGCI, Lisboa, v. 14, n. 3, p. 365-383, set. 2014.
http://dx.doi.org/10.5894/rgci453.




83

ROCHA, L. P. Setor Carcinicola, Aquicola e Pesqueiro: Potencialidades, Desafios e
Oportunidades para uma Efetiva Contribui¢do com o Fortalecimento da Socia Economia
Pesqueira do Brasil. /n: Revista ABCC, Natal, ano XX, n° 2, p. 06-10, nov. 2018.

ROCHA, 1. O Papel e a Importancia da Carcinicultura Marinha para a Sécio Economia, o Meio
Ambiente e, a Qualidade das Aguas Adjacentes as suas Exploracdes. In: Revista da ABCC,
Recife, ano XXII, n.1, p. 38-43, jul. de 2020.

ROCHA, 1. P., MAIA, E. P. Desenvolvimento Tecnoldgico e perspectivas de Crescimento da
Carcinicultura Marinha Brasileira. MCR Publicagdes. MCR Aquacultura. 2003. Disponivel em:
http://www.mcraquacultura.com.br/publicacoes/html/pub_12.htm. Acesso em: 11 abr. 2021.

RODER, A., BACHMANN, K. B. Simultaneous determination of organic and inorganic anions
in the sub- mol/l range in rainwater by capillary zone electrophoresis. Journal of
Chromatography A, n. 689, p. 305-311, 1995.

ROSA, J. S. et al. Eletroforese capilar para iniciantes. Rio de Janeiro: Embrapa Agroindustria
de Alimentos, 2018.

ROY, L. A., et al. Effects of varying levels of aqueous potassium and magnesium on survival,
growth, and respiration of the Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei, reared in low salinity
waters. Aquaculture, n. 262, p. 461-469, 2007.

ROY, L. A.. et al. Shrimp culture in inland low salinity waters. Aquaculture, n. 2, p. 191-208,
Nov. 2010. DOI:10.1111/5.1753-5131.2010.01036.x.

RAYAPROLU, P.A. et al. Fabrication of cost-effective and efficient paper-based device for
viscosity measurement, Analytica Chimica Acta, 2018. doi: 10.1016/j.aca.2018.05.036.

RIBEIRO, L. F. et al. Desafios da carcinicultura: aspectos legais, impactos ambientais e
alternativas mitigadoras. RGCI, Lisboa, v. 14, n. 3, p. 365-383, set. 2014. Disponivel em:
http://www.scielo.mec.pt/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S164688722014000300002&Ing=pt
&nrm=iso. Acesso em: 29 abr. 2020. http://dx.doi.org/10.5894/rgci453.

SAOUD, I.P., DAVIS, D.A., ROUSE, D.B. Suitability studies of inland well waters for
Litopenaeus vannamei culture. Aquaculture, v. 217, p. 373-383, 2003.
https://doi.org/10.1016/S0044-8486(02)00418-0.

SATO, R. T. Otimizacio de metodologia alternativa para determinacio de acidos graxos
livres, em Oleos vegetais, por eletroforese capilar. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) —
Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2014. Disponivel em:
https://repositorio.ufjf.br/jspui/handle/ufjf/4316. Acesso em: 02 ago. 2021.

SHAPIRO, S. S.; WILK, M. B. An analysis of variance test for normality (complete samples).
Biometrika, v. 52, p. 591-611, 1965.



84

SHINTANI, H.; POLONSKY, J. Handbook of Capillary Electrophoresis Applications.
BLACKIE ACADEMIC & PROFESSIONAL, 1st edition, 1997.

SKOOG, D. A. et al. Fundamentos de Quimica Analitica, Tradu¢ao da 8* Edi¢ao norte-
americana, Sao Paulo-SP: Thomson, 2006.

SOARES, M., EVANGELISTA, D. K. R., PEREIRA, A. M. L. Boas praticas de manejo e de
biosseguranca na carcinicultura para convivéncia com enfermidades. Brasilia, DF: Embrapa,
2021.

SOWERS, A. D, et al. Responses of Litopenaeus vannamei (Boone) in water containing low
concentrations of total dissolved solids. Aquaculture Research, v. 36, n. 8, p. 819-823, 2005.

SPUDEIT, D. A.; DOLZAN, M. D.; MICKE, G. A. Conceitos Basicos em Eletroforese Capilar.
Scientia Chromatographica. v. 4, n. 4, p. 287 — 297. 2012.

SUGUNA, T. Application of Minerals in Low Saline Water Culture Systems of L. vannamei. Int.
J. Curr. Microbiol. App. Sci. 9(09): 516-521, 2020. doi:
https://doi.org/10.20546/ijcmas.2020.909.065.

TAHIM, E. F. et al. Trajetoria Tecnologica e Sustentabilidade Ambiental na Cadeia de
Produgdo da Carcinicultura no Brasil. RESR, Piracicaba-SP, Vol. 57, N° 01, p. 93-108, Jan./Mar.
2019. DOI: http://dx.doi.org/10.1590/1234-56781806-94790570106.

TAVARES, M. F. M. Eletroforese capilar: conceitos basicos. Quimica Nova, v. 19, n. 2, p. 493
— 511, 1996.

TAVARES, M. F. M.; MCGUFFIN, V. L.; J. Chromatogr., v. 686, n. 129, 1994.

TAVARES, M. F. M. Mecanismos de separacao em eletroforese capilar. Quimica Nova, v. 20, n.
5,p.493 - 511, 1997.

TSENG, L. T.; JEN, J. C. The immune response of white shrimp Litopenaeus vannamei and its
susceptibility to Vibrio alginolyticus under nitrite stress. Fish & Shellfish Immunology, n. 17, p.
325-333, 2004.

THOMPSON, M.; ELLISON STEPHEN, L. R.; WOOD, R. Harmonized guidelines for single-
laboratory validation of methods of analysis (IUPAC Technical Report). Pure and Applied
Chemistry, v. 74, n. 5, p. 835-855, 2002.

VALENCA, A. R; MENDES, G. N. Importancia da Composi¢do Ionica da Agua Oligohalina e
“Doce” no Cultivo de Litopenaeus vannamei. 2014. In: Panorama da Aquicultura, v. 14, n. 86,
p. 22-29, 2004.

VALENZUELA-MADRIGAL, L. S, et al. Effects of ionic composition on growth and survival of
white shrimp Litopenaeus vannamei culture at low-salinity well water. Revista de Biologia



85

Marina y Oceanografia, vol. 52, n.1, p. 103-112, abril 2017. DOI 10.4067/S0718-
19572017000100008.

VAN WYK, P., SCARPA, J. Water quality and management. p.128-138, 1999. In: Farming
marine shrimp in recirculating freshwater systems. Florida Department of Agriculture and
Consumer Services, Tallahassee, FL, USA.

VAZ,F. A.S.,, MARTA DE OLIVEIRA, C. L., LEAL DE OLIVEIRA. FUNDAMENTOS DE
ELETROFORESE CAPILAR: UMA ABORDAGEM POR ANIMACOES. Quim. Nova, Vol.
38, No. 5, 732-737, 2015.

VINATEA, L., MUEDAS, W., ARANTES, R. The impact of oxygen consumption by the shrimp
Litopenaeus vannamei according to body weight, temperature, salinity and stocking density on
pond aeration: a simulation. Acta Scientiarum. Biological Sciences, Maringa, v. 33, n. 2, p. 125-
132,2011.

VOGEL, A. Quimica Analitica Qualitativa. 5. ed. Editora Mestre Jou: Sao Paulo, 1981.

WELZ, B.; SPERLING, M. Atomic absorption spectroscopy. Wiley-VCH. 3rd Completely
Revised Edition, 1999.

WHITTEN, K. W.; DAVIS, R. E.; PECK, M. L.; General Chemistry with Qualitative
Analysis. 5. ed. Saunders: New York, 1996.

WOOD, R. How to validate analytical methods. Trends in Analytical Chemistry, v. 18, n. 9, p.
624-632, 1999.

WHYBAN, et al. Temperature effects on growth, feeding rate and feed conversion of the pacific
white shrimp (Penaeus Vannamei). Aquaculture, v. 138, p.267-279, 1995.



86

APENDICE

APENDICE A - Cilculo das viscosidades dos BGEs usados no planejamento de misturas

Para o calculo da viscosidade das solugdes de BGE utilizadas no planejamento de misturas,
foi utilizado um viscosimetro de Ostwald (RAYAPROLU, 2018), mantido em um banho de agua
a temperatura constante de 22,5 °C. Esse viscosimetro apresenta um tubo capilar de comprimento
e raio conhecidos. Nele, um liquido escoa de um reservatorio superior de volume conhecido até
um reservatorio inferior, sob a influéncia da gravidade. O tempo que o liquido necessita para passar
entre duas marcas estabelecidas ¢ o tempo de escoamento.

A viscosidade dos BGEs foi determinada em relagdo a 4dgua, utilizada como substancia de
referéncia. Para isso, mediu-se o tempo de escoamento de volumes iguais da agua (duplicata

auténtica) e dos BGEs (triplicata auténtica) de forma randoémica. A viscosidade foi calculada de

MH,0 - IBGE

acordo com a equagdo Tpge = — =
H20

, em que: Nggg € a viscosidade calculada do BGE, ny,o

¢ a viscosidade da agua, tggg € 0 tempo de escoamento do BGE e ty,o € o tempo de escoamento

da agua.
A viscosidade da dgua (ny,o) a 22,5°C foi determinada de acordo com a equagdo Ny,o =

1,3272 (20—T)—0,001053 (T—20)2
T+105

(1,002 x 1073)(103), sendo B = e T a temperatura do experimento

(Crittenden et al., 2012).
Os tempos de escoamento médios e os valores de viscosidade encontrados para a dgua e para

os BGEs sdo mostrados na Tabela 24.
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Tabela 24 - Tempos de escoamento médio medidos e viscosidade calculada para os BGEs
utilizados no planejamento de mistura.

MISTURA Tempo de escoamento médio (s)! n? (kg m!s7)

Substincia de Referéncia: dgua 243,22 0,000944

Cro%~ (60 mM),
CTAB (2,5mM), 225,01 0,000873
ACN (3,5 %)

Cro%~ (60 mM),

CTAB (2,5 mM), 244,38 0,000950
MeOH (3,5 %)
Cro%~ (60 mM),
CTAB (2.5mM),
ACN (1.75 %),

MeOH (1.75 %)
Cro%~ (60 mM),

CTAB (2,5 mM),
ACN (0,875 %),

MeOH (2,625%)
Cro%~ (60 mM),

CTAB (2,5 mM),
ACN (2,625%),
MeOH (0,875%)

230,39 0,000894

232,14 0,000901

227,06 0,000881

Cro%~ (60 mM),
CTAB (2,5 mM)

215,00 0,000834

'Medida realizada em duplicata para a 4gua e em triplicata para os BGEs.
Fonte: elaborado pelo autor (2022).
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APENDICE B — Procedimento utilizado para a validacio e quantificacio do método usado
para a determinacio dos analitos Cl-, SO42-, HCO3-, NO3- e NO2- em amostras de agua

provenientes de viveiros de criacdo de camarao

- Nivel baixo (100 mg/L - NOs e NO; e 250 mg/L - CI', SO4> ¢ HCO3)

Amostras: 200 plL de amostra + 200 pL. de agua deionizada;

Padrdes: 40 pL solugdo padrdo de nitrato e nitrito 1000 mgL™! cada + 274uL 4dgua deionizada + 86 uL
solucdo BGE 60 mM;

Amostras + Padroes (spike): 200 plL amostra + 74 puL agua deionizada + 40 pL solucdo padrdo de nitrato e
nitrito 1000 mg/L cada + 86 puL solu¢do BGE 60 mM,;

Padrdes: 29 L solugdo aquosa de cloreto, sulfato e bicarbonato 3500 mg/L cada + 285 uL agua deionizada
+ 86 puL solugdo BGE 60 mM,;
Amostras + Padrdes (spike): 200 uL. amostra + 85 L. agua deionizada + 29 uL solucdo aquosa de cloreto,

sulfato e bicarbonato 3500 mg/L cada + 86 pL solugdo BGE 60 mM.

- Nivel alto (250 mg/L - NOs e NOz e 750 mg/L - CI', SO4* e HCO?3)

Amostras: 200 pL. de amostra + 200 uL de agua deionizada;

Padrdes: 100 pL solugdo padrdo de nitrato e nitrito 1000 mgL™' cada + 214 uL agua deionizada + 86 pL
solucdo BGE 60 mM;

Amostras + Padrdes (spike): 200 uL. amostra + 14 ul. dgua deionizada + 100 pL solugdo padrao de nitrato
e nitrito 1000 mgL! cada + 86 uL solugdo BGE 60 mM;

Padrdes: 86uL solugdo aquosa de cloreto, sulfato e bicarbonato 3500 mg/L cada + 228 pL agua deionizada
+ 86 uL solugdo BGE 60 mM,;
Amostras + Padroes (spike): 200 uL. amostra + 28ul. agua deionizada + 86puL solu¢do aquosa de cloreto,

sulfato e bicarbonato 3500 mg/L cada + 86 uL solugao BGE 60 mM.




