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RESUMO

Neste estudo foi desenvolvida metodologia analitica para analise de especiacdo quimica de
arsénio, fazendo-se pré-concentracdo de espécies do elemento mediante aprisionamento
criogénico e determinacdo por espectrometria de absor¢do atdbmica associada a geragdo de
hidretos (HG-CT-AAS). As espécies determinadas foram arsénio inorganico (iAs), acido
monometilarsénio (MMA) e acido dimetilarsénio (DMA), cujos limites de deteccdo foram
0,15; 0,2 e 0,5 ug L™, respectivamente. A metodologia desenvolvida foi aplicada para anélise
de especiagdo quimica de arsénio em arroz integral, onde foram detectados iAs e DMA, cujas
concentragdes encontradas foram 70,8 +0,3 ng g™ e 54,9 + 9,2 ng g™, respectivamente. A
determinacdo das espécies inorganicas de arsénio foi realizada por HG-AAS, sendo as
espécies As(lll) e As(V) quantificadas no arroz, cujas concentracBes de As(lIl) e As(V)
encontradas foram 44,5+ 0,5 ng g " e 26,3 + 0,3 ng g*, respectivamente. Além disso, foram
determinados elementos trago em diferentes tipos de arroz, incluindo As, Pb e Cd que séo
controlados em alimentos pela legislacdo brasileira. Foram analisadas amostras de diferentes
cultivares (agulhinha, branco e cateto), de diferentes processamentos (polido, integral,
parboilizado) e de diferentes formas de cultivo (organico, biodindmico e convencional). As
amostras foram moidas em moinho criogénico, peneiradas (em malha de 0,08 mm) e
decompostas para a determinacdo de Cd, Pb, Tl, Sn, Sh, Co, Cu, Mn, Se e Zn por ICP-MS
(espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado); Cr, Ni e Mo por ICP OES
(espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado); As por HG-AAS
(geracdo de hidretos associada a espectrometria de absorcdo atdmica) e HG-ICP OES
(geracdo de hidretos associada a espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente
acoplado) e Hg por CV-ICP OES (geracdo de vapor associada a espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado). Para a determinagdo de As e Hg foram também
preparadas suspensfes das amostras de arroz, para posterior determinacdo desses elementos
por HG-AAS e/ou ICP OES. As concentracdes de As, Cd e Pb encontradas no arroz estdo de
acordo com a legislacéo brasileira. Concentragdes relativamente baixas de TI, Sb e Ni foram
encontradas em todas as amostras analisadas. Arsénio, Cd, Pb, Zn, Mn e Cu foram
encontrados em maiores concentragdes no arroz integral, sugerindo a prevaléncia desses
elementos no farelo do arroz. Por outro lado, no arroz parboilizado foram encontradas as

menores concentra¢des de Pb, Mo, Cr, Se e Co.
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ABSTRACT

A method for chemical speciation of arsenic was developed in the present study. Arsenic
species were preconcentrated by cryogenic trapping prior to their determination by atomic
absorption spectrometry associated with hydride generation (HG-CT-AAS). Inorganic arsenic
(iAs), monometilarsenicacid (MMA) and dimetilarsenic acid (DMA) were determined, whose
detection limits were 0.15, 0.2 and 0.5 pg L™, respectively. The methodology was applied for
As speciation in rice where iAs e DMA where detected, whose concentrations found were
70.8 + 0.3 ng g * and 54.9 + 9.2 ng g, repectively. The determination of inorganic arsenic
species was carried out by HG-AAS whereas As(111) and As(V) were detected in the analyzed
rice sample. The As(l11) and As(V) concentrations found were 44,5 + 0,5 ng g * and 26,3 +
0,3 ng g™, respectively. In addition, trace elements were determined in different types of rice,
including As, Pb and Cd that are controlled by the Brazilian legislation. Samples of rice from
different cultivars as well as from different processing (polished, brown and parboiled rice)
and cultivation (organic, biodynamic and conventional) were analyzed. The rice samples were
ground in a cryogenic mill, sieved (mesh of 0.08 mm) and acid digested for the determination
of Cd, Pb, Tl, Sn, Sb, Co, Cu, Mn, Se and Zn by ICP-MS (inductively coupled plasma mass
spectrometry), and Cr, Ni and Mo by ICP OES (inductively coupled plasma optical emission
spectrometry). Arsenic was determined by using hydride generation associated with atomic
absorption spectrometry (HG-AAS) and hydride generation associated with inductively
coupled plasma optical emission spectrometry (HG-ICP OES), whereas Hg was by cold vapor
associated with inductively coupled plasma optical emission spectrometry (CV-ICP OES).
Slurry of the rice samples were prepared for the determination of As and Hg. Arsenic was
also determined in the solutions of the digested samples. The As, Cd and Pb concentratios
found in the rice samples were in accordance with the Brazilian legislation. Low
concentrations of Tl, Sb and Ni were found in all samples. Arsenic, Cd, Pb, Zn, Mn and Cu
were found in highest concentrations in brown rice, suggesting the prevalence of these
elements in the bran of the rice grain. Moreover, Pb, Mo, Cr, Se and Co were found in lower

concentrations in parboiled rice.
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1. INTRODUCAO

Vivemos em um mundo em continuo desenvolvimento, no qual a inddstria quimica
tem permitido melhorar, de forma evidente, a qualidade de vida de seus habitantes. No
entanto, as atividades humanas vém produzindo mudancas nos niveis naturais de distintos
componentes do ambiente terrestre, entre 0s quais se encontram elementos quimicos toxicos.
Afortunadamente, estes contaminantes normalmente ndo séo absorvidos por inalagdo nem por
contato com a pele, embora tenham o potencial de fazé-lo mediante os alimentos que
ingerimos.

Portanto, é relevante ter consciéncia que os alimentos podem ser fonte de nutrientes,
mas também de contaminantes. O controle de qualidade dos alimentos vem sendo objeto de
uma constante evolugdo, visando produzir e oferecer ao consumidor produtos de origem
animal e vegetal absolutamente de acordo com as normas especificas de seguranca.

Com o decorrer do tempo, a Quimica Analitica alterou seu enfoque na area dos
alimentos, pois a despeito dos protocolos oficiais para a determinacdo dos componentes
majoritarios, como proteinas, aclUcares e gorduras, 0S avancos recentes ddo-se na
determinacdo dos componentes presentes em menores quantidades, mas nem assim menos
importantes.

Todas as formas de vida sdo afetadas pela presenca de um determinado elemento
quimico, dependendo da dose e da forma quimica do mesmo. Muitos elementos quimicos sdo
essenciais para 0 crescimento de todos os tipos de organismos, desde as bactérias até o ser
humano. Esses elementos quimicos sdo requeridos em baixas concentracdes e seu excesso
pode danificar sistemas bioldgicos e, portanto, a determinacao destes elementos em produtos
comestiveis é relevante.

Sabe-se, hoje, que conhecer apenas a concentracdo total de determinados elementos
pode ndo ser suficiente, visto que a acdo dos mesmos no organismo depende da forma
quimica dos mesmos. Dai, a importancia da andlise de especiacdo quimica de metais e
metaloides, ou seja, a determinacdo da concentracdo das formas quimicas individuais desses
elementos que, em conjunto, constituem a sua concentracdo total, possibilitando a obtencéo
de informacbes que permitirdio melhor avaliacdo quanto a toxicidade das espéecies do
elemento, devido & bioabsorcao, biodisponibilidade etc’.



Os cereais sdao uma das principais fontes de alimento para o ser humano em todo o
mundo. Fazem parte da base da alimentacdo para milhares de pessoas. O arroz é o segundo
cereal mais produzido e mais consumido no mundo, sendo a principal fonte de alimento para
mais de um bilh&o de pessoas.

A producédo de arroz, em sua grande maioria, é realizada de forma irrigada, método
que favorece a absorcao de elementos quimicos pela planta. Desta forma, o arroz, além de ser
fonte de proteinas, carboidratos e vitaminas, pode conter elementos considerados toxicos.
Portanto, é muito importante 0 monitoramento do teor de determinados elementos toxicos no
arroz. Alguns elementos sdo micronutrientes para o ser humano e para as plantas, sendo a
deficiéncia dos mesmos maléfica, bem como seu excesso. Outros elementos séo
extremamente toxicos em pequenas quantidades por ndo serem necessarios para a vida; ao
invés disso, sdo elementos que atuam de forma negativa no organismo, provocando diversos
tipos de doencas e efeitos adversos.

No meio ambiente, os elementos apresentam, normalmente, comportamentos
diferentes dos esperados em fungdo das propriedades quimicas dos elementos em questdo. A
obtencdo de informac@es sobre a espécie encontrada em determinadas condicdes torna-se um
pré-requisito fundamental para uma melhor compreensdo de sua distribuicdo, atividade
bioldgica e interacbes com o meio ambiente.

Uma técnica relativamente barata para a quantificacdo de elementos quimicos é a
espectrometria de absorcdo atémica (AAS). No entanto, a sensibilidade é ruim para
metaloides como As, que pode ser melhorada mediante o uso da geracdo de hidretos (HG)
associada a AAS (HG-AAS). A espectrometria de emissdo éptica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES), apesar de ser considerada mais cara que a AAS, tem a vantagem de ser
multielementar e mais sensivel, podendo-se quantificar um nimero maior de elementos. A
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) tem melhor
sensibilidade que a ICP OES e é também multielementar. No entanto, é mais susceptivel a
interferéncias de matriz, mais cara e mais complexa®.

Para a analise de especiacdo quimica de As uma das técnicas mais utilizadas é a
cromatografia a liquido (LC) combinada com (ICP-MS). Entre as vantagens associadas ao uso
da ICP-MS cabe destacar a elevada sensibilidade, os baixos limites de deteccdo (LDs)
alcancados e a deteccao seletiva’.



Nas andlises realizadas por meio da técnica de LC-ICP-MS pode-se utilizar uma
variada gama de colunas cromatograficas, ocasionando em diferentes tipos de fases méveis
que poderdo ser utilizadas para a separacdo das diferentes espécies de As. Sendo assim a
escolha da fase mdvel nesta técnica é uma etapa decisiva na analise por especiacdo quimica,
pois tem especial influéncia na etapa de deteccdo, devido a composicdo da fase movel ou
presenga de contaminantes que podem causar interferéncias na determinagdo por ICP-MS.
Destaca-se que a determinacdo de As por ICP-MS pode, também, ser prejudicada pela
presenca de Cl que, por sua vez, pode causar interferéncia sobre o As, pela formacao do ion
PAr*CI* com razdo massa-carga (m/z) do As .

A utilizacdo da espectrometria de absorcdo atdmica (AAS) associada a técnica de
geragdo de hidretos (HG) é considerada uma das técnicas mais promissoras para a
quantificacdo de As total, devido a elevada versatilidade, disponibilidade, facilidade de
operacdo e sensibilidade adequada®.

O Uso da HG, seguido de uma etapa de aprisionamento criogénico (CT) e deteccao
por AAS é uma alternativa de baixo custo para anélise de especiacdo quimica de As, onde,
geralmente, certas espécies, podem ser separadas e quantificadas, sem modificacbes da
instrumentacdo. Neste caso, as espécies volateis formadas sdo aprisionadas sob nitrogénio
liquido. Posteriormente, o sistema é aquecido e ocorre a volatilizacao e separacdo das espécies
de acordo com seus respectivos pontos de ebulicdo e afinidade com a fase estacionaria contida
no tubo em forma de “U” onde as espécies s&o aprisionadas®.

A analise de especiacdo quimica tanto por LC-ICP-MS quanto por HG-CT-AAS, para
amostras sélidas, exige uma etapa de pré-tratamento da amostra ou extracdo das espécies de
As da matriz®’. Contudo, a etapa de tratamento de amostra é uma etapa critica, onde
conversdo efou perdas das espécies das mesmas podem ocorrer®®,

Como alternativa para contornar essas limitagfes € a analise da amostra na forma de
suspensdo, onde o tratamento intensivo da amostra pode ser evitado e, podem-se agregar
simultaneamente algumas vantagens relacionadas a andlise direta de amostras solidas.
Entretanto, algumas limitacdes ainda podem ser observadas, principalmente, com relagdo ao
tamanho das particulas e a estabilidade da suspensdo®.

A presente dissertacdo estd dividida em trés partes. A primeira compreende o
desenvolvimento de uma metodologia para a determinacdo da concentracdo total de



elementos-trago toxicos (Cd, Pb, Tl, Sn, Sb e Ni) ou micronutrientes (Co, Cu, Mn, Se, Zn, Cr
e Mo) em arroz oriundo de diferentes processos de beneficiamento, diferentes variedades e
diferentes formas de cultivo. Para tanto, foram utilizadas as técnicas de ICP-OES e ICP-MS.
Nesta etapa foi possivel verificar se as concentracdes de elementos controlados (As, Cd e Pb)
em alimentos pela legislacéo brasileira.

A segunda parte do trabalho diz respeito a determinacdo do conteudo total de arsénio
por (HG- AAS), apds avaliagdo dos parametros analiticos pertinentes a técnica, tais como
concentracdo de agente redutor, da solucdo acida utilizada como carreador e do volume de
solucdo da amostra.

A terceira parte do trabalho corresponde ao desenvolvimento de uma metodologia
analitica para andlise especiacdo quimica de As mediante aprisionamento criogénico e
determinacdo das espécies iAs, MMAs e DMAs por HG-CT-AAS. Foram estudados diversos
parametros para otimizagédo do sistema, além do método de preparo de amostra de arroz, que

ndo transformasse as espécies e que proporcionasse extracdo quantitativa das mesmas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ARROZ

O arroz (Oryza sativa L.) é originario da Asia, onde muitas culturas apresentam
evidéncias e registros arqueoldgicos do cultivo de arroz desde 7000 a 5000 a.c. O cultivo do
arroz aprimorou-se e difundiu-se para 0s outros continentes e hoje desempenha um importante
papel no aspecto econdmico e social, além de ser um dos principais alimentos de subsisténcia
humanaZ.

A importancia do arroz € destacada, principalmente, em paises em desenvolvimento
como o Brasil'®. Portanto, o arroz pode afetar diretamente a salde humana, devido a sua
qualidade nutricional e seu alto consumo pela populagéo.

Dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) indicaram
que a safra mundial de 2011 foi de, aproximadamente, 720 milhdes de toneladas de arroz em
casca. Os maiores produtores de arroz sdo os paises do sudeste asiatico: China, india,
Indonésia, Bangladesh, Vietnd e Mianmar. Ganham destaque ainda o Brasil e os Estados
Unidos da América, que ocupam, respectivamente, o 9° e 10° lugar no “ranking” dos paises
produtores de arroz. Além de maior produtor, a Asia é o continente em que mais arroz é
consumido no mundo. Dados do ano de 2007 indicam que a média de consumo mundial de
arroz é de 79,4 kg/pessoa/ano. Na Asia essa média é 116,8 kg/pessoa/ano e no Brasil ela é
49,8 kg/pessoa/ano™.

No Brasil a producdo de arroz concentra-se principalmente na regido Sul, a qual é
responsavel por cerca de 70% do total de arroz produzido no pais. No Brasil ha 2 sistemas de
cultivo do arroz: o ecossistema de varzeas, irrigado por inundacdo controlada e o de terras
altas (sequeiro), englobando o arroz produzido sem irrigagdo (a agua para a cultura do arroz
dependente totalmente da precipitacdo pluvial) e o arroz com irrigacdo suplementar por
aspersdo. A orizicultura irrigada é responsavel por cerca de 70% da producdo nacional de
arroz, sendo considerada um estabilizador da safra, uma vez que ndo é tdo dependente das
condicBes climéaticas como no caso dos cultivos em terras altas. Do arroz irrigado produzido
no Brasil, 70% é cultivado na regido Sul (SC e RS). O arroz cultivado em terras altas

concentra-se na regido Centro-Oeste (principalmente no Mato Grosso)™.



No Rio Grande do Sul, na safra de arroz 2011/2012 foram colhidas em torno de 7,8
milhdes de toneladas de arroz em cerca de 1 milh&o de hectares plantados™.

O arroz é uma importante fonte de proteinas, carboidratos e nutrientes. O gréo de arroz
“in natura” é constituido pela casca, o farelo e 0 endosperma. O farelo € a parte mais nutritiva
por conter 0 gérmen do grdo, rico em proteinas e lipidios. No entanto, corresponde apenas a
cerca de 2% do grdo. A casca € cerca de 20% da massa total do grdo de arroz e em geral é
retirada para o consumo do grdo. O endosperma é a maior parte do grdo e é rico em amido,
mas contém também proteinas™.

O grdo geralmente ndo é consumido “in natura”. Este passa por processos de
beneficiamento, resultando em diferentes tipos de arroz - os mais comuns s&o o arroz integral,
0 parboilizado e o polido ou branco, sendo o arroz polido o mais consumido no Brasil e no
mundo.

O processamento do arroz inicia-se com uma pré-limpeza e secagem, pois o0 grao deve
ter no maximo 13% de umidade para ser descascado. Depois do descascamento, 0 grdo passa
por um brunidor para retirada do farelo e em seguida passa por polimento, que o torna branco
e opaco. Em seguida é realizada uma sele¢do dos grdos, para eliminacdo daqueles que néo
foram bem processados ou que tenham sido quebrados no processo de beneficiamento. Este
processo de beneficiamento é aplicado tanto para a obtencdo do arroz polido quanto do
integral. A grande diferenca € que a brunicdo é bem mais branda no beneficiamento do arroz
integral, que fica com uma parte do farelo e do gérmen, enquanto que o arroz polido ndo
contém estas partes.

Para o beneficiamento do arroz parboilizado, este € submetido a um processamento
hidrotérmico, além do descrito para o arroz polido. A primeira etapa do processamento
hidrotérmico é o encharcamento, ou aguacdo, que tem por objetivo propiciar certo grau de
intumescimento do gréo, através da absorcédo de agua pelo mesmo. Apds esta etapa, espera-se
que o grdo tenha de 30 a 32% de umidade. Subsequentemente, o grdo é submetido a processo
de gelatinizacdo, que consiste no aquecimento do grdo intumescido, sob pressédo de vapor,
para a mudanca na estrutura do amido. Quando o grdo de arroz € naturalmente formado, os
granulos de amido organizam-se em estruturas cristalinas e ao sofrer o tratamento
hidrotérmico, que caracteriza a parboilizacdo, ocorre a transformacdo da estrutura do amido,

de cristalina para amorfa, de forma irreversivel. Este procedimento reduz as quebras e perdas



no processo de descascamento e polimento e, em principio, também é responsavel por uma
maior fixacdo dos nutrientes que sdo levados ao grao pela a agua. Antes de seguir 0 processo
de descascamento, estes grdos passam por uma secagem, pois contem cerca de 30% de
umidade - para o processo de descascamento é preciso que a umidade seja, no maximo,
13%",

A classificacdo do arroz é feita analisando-se duas caracteristicas: o tamanho dos graos
(classe) e a qualidade dos graos (tipo). Entre as classes temos o0 arroz longo fino (agulhinha),
longo, médio, curto e misturado, enquanto que os tipos sdo 1, 2, 3, 4 e 5.

O cultivo de arroz orgénico € crescente, no qual ndo faz uso de produtos quimicos
sintéticos, tais como fertilizantes, pesticidas e sementes geneticamente modificadas, aderindo
aos principios da agricultura sustentavel e ao principio de respeito a natureza. Além do cultivo
organico, existe o biodinamico, que segue todos os principios do cultivo organico e envolve
também o cultivo da terra orientado pelo calendario astronémico e fases da lua. E para
comprovar que o produto segue estes tipos de cultivo é preciso a certificacdo, que envolve

uma série de normas reguladoras destes cultivos™.

2.2 CONTAMINANTES INORGANICOS

A cultura do arroz irrigado submete as plantas e o solo a condi¢fes anaerodbicas, que
juntamente com excesso de agua acarretam uma maior mobilidade de elementos quimicos e
suas espécies no meio, podendo levar a um acumulo destes na planta e nos gréos. Deste
modo, 0 arroz estd sujeito a contaminagdes por elementos quimicos e suas respectivas
espécies, oriundos de solos contaminados, agua contaminada (subterrdnea ou usada na
irrigacdo) e uso de pesticidas e fertilizantes™.

Alguns metais e metaloides séo ditos essenciais para organismos Vvivos, uma vez que
0S mesmos necessitam para a vida. S8 chamados micronutrientes e compreendem, por
exemplo: Co, Cu, Cr, Mn, Mo, Se e Zn. Assim, a deficiéncia destes elementos é maléfica, mas
0 excesso dos mesmos também pode ser prejudicial a saude humana. Ja As, Cd, Ni, Pb, Tl, Sn
e Sb sdo elementos que ndo sdo naturalmente encontrados nos organismos Vivos e que

também ndo desempenham nenhuma funcdo nutricional ou bioquimica. Desta forma, em



qualquer concentracdo, estes ultimos sdo considerados prejudiciais a saude, podendo ser
altamente toxicos.
Aspectos importantes sobre toxicologia e importancia dos elementos determinados

neste trabalho est&o descritos no Handbook of Toxicology®’.

2.2.1 ARSENIO
2.2.1.1 HISTORICO

O As elementar foi descrito pela primeira vez por Paracelso por volta de 1520 D.C. .
A partir dai comegou a ser escrita a tragica historia de envenenamentos, homicidios e
suicidios por As. A popularidade de seu uso, para esses fins, estaria mais relacionada a sua
disponibilidade a baixo custo e ao fato de ser inodoro e sem gosto, do que a sua eficacia
toxica propriamente dita. Um dos casos mais documentado de envenenamento por As,
relatado na nossa Historia, esta relacionado a morte de Napoledo Bonaparte, que foi associada
a um medicamento & base de As e Se, usado para tratar a sua dor de estbmago crénica. Em
uma autopsia realizada em 1821 foi constatado que havia cancer em seu estbmago, sendo esta
a possivel causa de sua morte™®.

A popularidade do As como veneno comecgou a declinar a partir da segunda metade do
século XVIII quando passou, entdo, a ser utilizado como remédio para tratar varias doengas
como, por exemplo, doencas da pele, nevralgias, malaria, sifilis e epilepsia. Neste periodo ele
foi tdo amplamente utilizado como remédio que chegou a ser considerado uma po¢do magica
e responsavel por mégicas “curas”?.

Apesar do As ter sido associado a envenenamentos criminosos e a pogdes magicas por
muitos séculos, o topico de interesse atual é a sua contribuicdo na poluicdo do meio ambiente
atraveés das suas varias formas de utilizacdo. Ele é um elemento extremamente toxico porque
seus ions ou compostos sdo sollveis em agua e podem ser, prontamente, absorvidos pelo
organismo humano, onde tende a se combinar, inibindo a fungdo de certas enzimas. A
presenca deste elemento nos organismos vivos pode ser prejudicial e seus efeitos tdxicos

podem gerar problemas de salde permanentes, tanto em seres humanos quanto ecossistemas.



2.2.1.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS DO ARSENIO

O As é classificado como um metaloide, pois apresenta caracteristicas tanto de um
metal como de um ndo-metal. Ele é fragil, cristalino, incolor, inodoro e, sob aquecimento,
oxida-se rapidamente para 0xido arsenioso (As,O3). Apresenta-se em duas formas alotrdpicas:
0 cinza metélico e o amarelo e, ocasionalmente, pode ser encontrado na forma livre, porém é
mais frequente encontra-lo sob a forma de mineral. O mineral mais comum e rico em As é a
arsenopirita (FeAsS)*?.

O As ocorre em Varios estados de oxidacdo (-3, 0, +3 e +5), podendo estar tanto na
forma inorgéanica quanto organica. As formas inorganicas incluem o As trivalente, As (I11), e
0 As pentavalente, As (V). As formas organicas mais comuns sdo os metabdlitos metilados
como o 4cido metilarsénio (MMA\) e o 4cido dimetilarsénio (DMA) . O grau de toxicidade
dos compostos de As varia de acordo com sua forma quimica e diminui na seguinte ordem:
arsina (-3) — derivados organicos da arsina — arsénio inorganico (+3) — arsénio organico
(+3) — arsénio inorganico (+5) — compostos organicos pentavalentes — outros COMpPOStos
organicos de arsénio — As elementar®.

Portanto, para melhor entendimento do papel do As sobre os organismos vivos é

necessério o conhecimento de suas formas quimicas®.

2.2.1.3 OCORRENCIA E USO DO ARSENIO

O As é um elemento presente, naturalmente ou oriundo da atividade humana, no solo,
na agua, no ar e nos alimentos. O As pode ser obtido, como subproduto, no tratamento de
minérios de ouro, prata, cobalto, niquel, chumbo, cobre e antiménio.

Na natureza, existem mais de 200 espécies minerais onde o componente principal é o
As. Alguns compostos arsenicais sdo relativamente volateis e contribuem para a
contaminagdo ambiental. Cerca de 73.540 toneladas de As sdo liberadas anualmente para o
meio ambiente, das quais 60% sdo de origem natural, principalmente das erupcdes vulcanicas,
e 0 restante sdo de fontes antropogénicas®.

As principais fontes antropogénicas de As decorrem da fundicdo de metais néo
ferrosos, producdo de energia pela combustdo de combustiveis fosseis ou carvao, producao e



uso de agrotéxicos e compostos arsenicais para preservacdo da madeira e das atividades de
mineracao?".

Dentre 0s compostos arsenicais mais utilizados, podemos destacar o trioxido de
arsénio (As;0s3), que se destina a preservacdo da madeira, evitando a sua deterioracdo e o
ataque de insetos. A mistura mais comum € a que contem CrOs, CuO e As,O3, conhecida
como CCA?. O As,0; também é usado, juntamente com o 4&cido arsénico, como
descolorante, clareador e dispersante de bolhas de ar na producgéo de garrafas de vidro e outras
vidrarias. O As elementar é usado na producéo de ligas ndo-ferrosas, principalmente ligas de
Pb, para fabricacdo de baterias e para melhorar a resisténcia do latdo a corrosdo. Os
compostos intermetalicos sdo usados na fabricagdo de semicondutores, incluindo diodos de
emissao de luz e laser, circuitos integrados e células solares®.

O uso do As e de seus derivados no controle de insetos em jardins teve inicio na época
dos romanos, sendo empregado pelos chineses até a Segunda Guerra Mundial. O "Verde de
Paris”, por exemplo, que é um sal de cobre que contém o fon arsenito, AsOs>, foi um
inseticida de uso popular introduzido nos Estados Unidos em 1867. Outros sais contendo esse
fon ou o ion arsenato, AsO4'3, como os arsenatos de Pb e de Ca, também foram utilizados para
este fim, em 1892 e 1907, respectivamente. Todos esses compostos atuam como venenos
estomacais, matando 0s insetos que os ingerem?. Compostos quimicos toxicos, a base de As,
Hg e Pb, continuaram sendo amplamente utilizados como agrotéxicos durante as décadas de
30 e 40 e no inicio da década de 50.

Os compostos inorganicos de As foram usados nas culturas de algoddo, maca e batata,
no combate as pragas, da metade do século XIX até meados do século XX. Posteriormente, a
utilizacdo desses compostos caiu em desuso devido a alta toxicidade dos mesmos e ao
desenvolvimento de outros agrotdxicos organicos mais eficientes. No entanto, nos Estados
Unidos, ainda hoje, é permitido o uso de alguns agrotéxicos organoarsenicais®.

No Brasil, o herbicida metanoarseniato acido monossédico (MSMA), comercialmente
conhecido como Daconate, de curta persisténcia, é autorizado para aplicagcdo nas culturas de
ervas daninhas de café, algoddo, cana-de-acucar e “citrus”. Também, o 4&cido
p-aminofenilarsdnico é usado, sendo misturado nas racdes para aves e suinos, como promotor

do crescimento e no controle de enteropatites em perus®,
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2.2.1.4 TOXICIDADE DO ARSENIO

Em 1988, a Agéncia Americana de Protecdo Ambiental (USA-EPA) considerou o As
um elemento carcinogénico do grupo A, conhecido por causar cancer de pele, bexiga e
pulmao. Ele pode atravessar a barreira placentaria, produzindo morte fetal e mé formacéo em
muitas espécies animais, incluindo o homem. A exposicdo humana ao As pode se dar de
vérias maneiras, sendo através da 4gua de beber uma das mais importantes®*%’.

Bioquimicamente, o As atua coagulando proteinas, formando complexos com
coenzimas e inibindo a producéo de adenosina trifosfato (ATP) em processos metabolicos que
envolvam a utilizacdo de energia 2. Entretanto, os mecanismos de acdo téxica diferem
conforme a forma quimica e o estado de oxidagédo do As.

A absorcdo dos compostos inorganicos de As, tanto por via inalatéria quanto por via
digestiva, esta associada a sua solubilidade em agua . Estes compostos tém 6tima taxa de
absorcéo pelo trato gastrintestinal intacto (TGI), variando de 55 a 95%, dependendo se o As
estiver na forma de anion arsenito ou arsenato. Formas insollveis de As tais como As,Sejs,
sdo, praticamente, ndo absorviveis pelo TGI.

Os compostos soltveis de As inorganico, depois de absorvidos, sdo distribuidos para
praticamente todos 0s 6rgaos e tecidos do corpo. Estudos realizados em autdpsias de pessoas
sujeitas a exposicdo ndo - ocupacional, mas que tenham ingerido alimentos contaminados ou
agua contaminada por As, mostraram que existe uma tendéncia do As acumular-se em tecidos
com queratina tais como cabelo e unhas e, tendéncia oposta, a pouca deposi¢ao e acimulo em
visceras, por exemplo 2. A hierarquia de depésito de As nos 6rgdos poderia ser definida na
seguinte ordem: figado — rins — musculos — coragdo — baco — pancreas — pulmodes —
cérebro (cerebelo — tecido encefalico) — pele — sangue™.

Diferentemente de outros elementos tdéxicos, como o Pb e o Cd, o As sofre
biotransformacdo, envolvendo basicamente dois processos. Um deles € a conversdo de As
(111) em As (V) por reacdo de oxi-reducdo. O outro processo envolve a metilacdo do As,
principalmente, nas células hepéaticas com producdo de dois metabolicos basicos: 0o MMA e o
DMA. Esse processo de metilagdo parece diminuir a toxicidade do arsénio inorganico
absorvido, pois as formas organicas metiladas tem menor toxicidade e sdo mais facilmente

excretaveis pela urina. As espécies mais toxicas do As, como o arsenito (AsO3>) e arsenato
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(AsO4”), tém sido ligadas ao incremento do risco de cancer, além de doencas
cardiovasculares. As formas metiladas do As, tais como acido metilarsénico (MMA) e acido
dimetilarsinico (DMA), séo significantemente menos tdxicas que as formas inorganicas.
Porém, alguns estudos mais recentes apontam para uma possivel toxicidade direta quanto a
carcinogénese e nefrotoxicidade das formas metiladas em animais de experimentacdo, em
niveis semelhantes as formas inorganicas ndo metiladas *'. A principal via de excrec&o do As
no ser humano € a urina e apenas uma quantidade minima é excretada via bile.

Conforme o que foi relatado e devido ao perigo que o As representa para a saude
humana e para 0 meio ambiente, as organizagdes internacionais estabelecem 50 pg L™ como
concentracdo maxima para o As total em agua potavel®.

Devido ao elevado grau de toxicidade do As inorganico, que pode contribuir para
diversos tipos de cancer, foi estabelecido pelo Comité de Especialistas sobre Aditivos em
Alimentos da Organizacdo Mundial de Saude (JECFA/FAO/WHO), um valor provisional de
ingestdo semanal maxima toleravel (PTWI) de 0,015 mg por Kg de peso corpdreo. O Codex
Alimentarius® alterou o limite maximo de 50 pg L™ para 10 pg L™ de As em agua, conforme
a Organizacdo Mundial da Saude. Sendo assim, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), orgao responsavel pelo controle de substancias toxicas na agua e alimentos
alterou, também, o limite de As de 50 pg L™ para 10 ug L™. O As é listado juntamente com
outras sete substancias, pela National Emission Standards for Harzardous Air Pollutants
(NESHAPS), como um dos mais perigosos poluentes atmosféricos®*.

Os altos niveis de toxicidade de As sdo muito bem conhecidos, pois compostos de As
séo facilmente absorvidos, tanto oralmente quanto por inalagéo, sendo a extensédo da absor¢éo
dependente da solubilidade do composto. Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas espécies de
As de interesse em estudos de especiacdo, com seus respectivos valores de pka, que

proporcionam uma ideia das formas possiveis em funcéo do pH*.
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Tabela 1. Compostos de As de interesse em estudos de especiagao.

Extraido de Demesmay et

al. 1994%°
Composto Formula pKa
Arsina H -
AS
H H
Acido arsenioso O——As——OH 9,3
As(111)
Acido arsénico OH 2,3;69e11,4
As(V) ‘
O——=AS——OH
OH
Acido monometilarsonico OH 3,6e8,2
MMAA(V) —AS—OH
L,
0 OH
Acido dimetilarsinico \\As/ 1,6 €6,2
DMAA(V) / \
HsC CHs
. 0
Arsenobetaina CH3J 4,7
(ASB) H3C—AS+ OH
EH,
Arsenocolina CHg
H,C-As*—oH
(AsC) &H
3
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2.3 CONTAMINACAO DE ALIMENTOS E AGUA POR ARSENIO

Nas duas Ultimas décadas houve progresso no entendimento das formas quimicas do
As e respectivas concentracdes em alguns alimentos. O foco das primeiras pesquisas foi o As
em organismos aquaticos, nos quais a concentracéo de As total foi duas a trés vezes maior que
a encontrada em alimentos de origem terrestre.

As formas de As, geralmente de origem inorganica, presentes em alimentos de origem
terrestre, ndo estdo bem caracterizadas devido a sua ocorréncia em concentragdes muito
baixas, da ordem de pg kg™, em contraste as formas metiladas encontradas em frutos do mar,
que ocorrem em concentragdes ao nivel de mg kg™ e, por isso, tém sido mais amplamente
pesquisadas®’*°.

Em Bangladesh, estima-se que 300.000 pessoas ja morreram de cancer devido a
contaminacdo da agua por As, cuja concentracdo é superior a 2000 pg L™ As aguas
contaminadas séo usadas para beber e para irrigar plantagdes; particularmente, os arrozais que
correspondem a mais ou menos 70% da economia de Bangladesh. A concentragdo de As
encontrada em amostras de arroz foi de 4a 8 mg kg™ e, nas &reas mais contaminadas, a
concentracéo chegou a 83 mg kg™ *°. Na cidade de Lakshmipurno, leste de Bangladesh, onde
a populacdo € de 1,2 milhdes de pessoas, 85% da populacdo tem no sangue concentracdo de
As superior a 50 pg L3741,

Os Estados Unidos também tem tido problemas com respeito a contaminacgédo da agua
e de alimentos, por As. Um dos casos mais recentes ocorreu em algumas regides do estado de
Wisconsin, onde foi constatada a contaminagéo de arroz por As, sendo que a concentracéo de
As encontrada no arroz oriundo dessas regides foi em torno de 2 a 5 mg kg™ *%.

No estado americano de Nevada, um estudo feito entre 1979 e 1999, revelou um alto
indice de cancer em criangas expostas a agua contaminada, cuja concentracdo de As
encontrada variou de 10 ug L™ a 90 pg L%,

Os casos acima citados ndo sdo isolados, pois existem varias regides da Asia (da
China, Tailandia e Taiwan) onde o consumo de As é de 0,002 mg/dia, podendo chegar a 0,03
mg kg™. Isto se da devido & ingestdo de arroz contaminado®. No Vietnam, que tem uma das
maiores densidades populacionais, milhdes de pessoas correm 0s riscos de uma intoxicagao

cronica por As, devido a contaminacdo do delta do Rio Vermelho, onde a concentracdo de As
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varia de 1 a 3050 pg L™, sendo que em 89% das cidades rurais estudadas a concentracéo de
As na agua potavel utilizada foi superior ao limite estabelecido pelas legislacdes que é de 10
ug 144

Um estudo realizado na Espanha® mostrou que o arsenito de sédio (NaAsO,) e o
arsenato de chumbo (Pb(AsOs),) sdo usados, frequentemente, em plantacdes de tomate. A
concentracdo média de As encontrada em tomate foi 1mg kg™, considerando-se que a média
de &gua no tomate € em torno de 90%. As concentragdes encontradas, em base seca, foram até
5mg kg” de iAs e 26 mg kg™ de As organico. O estudo mostrou que os pesticidas a base de
As usados nas plantacdes, tanto de As na forma organica quanto inorganica, se acumulam nos
vegetais e frutas, tornando-os impréprios para os seres humanos®.

Na América Latina foram relatados casos de contaminacdo da agua potavel por As,
como o ocorrido no México, onde foram encontradas concentracdes de As que variavam de
30 a 40 pg L, cuja populacéo apresentava graves lesdes de pele®.

Em funcdo do risco que a ingestdo de As representa a salde, a Comissdo do Codex
Alimentarius® sugeriu um estudo epidemioldgico em pessoas expostas a niveis elevados de
iAs, que ocorre naturalmente em agua e alimentos. O estudo ainda nao foi finalizado e, cada
vez mais, se confirma a toxicidade e o risco que 0 As representa para saude da populacéo
mundial*®.

No Brasil, a legislacdo vigente, que estabelece os limites maximos de toleréncia para
As em alimentos, é a Portaria n° 685, de 27 de agosto de 1998 da (ANVISA)*. Os limites
estabelecidos pela portaria n® 685 estdo indicados na Tabela 2 e para todos os outros

alimentos que ndo sdo citados nesta portaria é adotado, como limite maximo, o valor de 1mg
kg-l 47.48
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Tabela 2. Limites maximos de tolerancia para As em alimentos (mg kg?), segundo a
ANVISA*,

Alimentos Limite maximo de arsénio (mg kg™)
Gorduras vegetais e emulsdes 0,1
Gorduras hidrogenadas 0,1
Acucares, caramelos e balas 1,0
Bebidas alcoolicas destiladas e fermento-destiladas 0,1
Cereais e produtos de cereais 1,0
Gelados comestiveis 1,0
Ovos e produtos de ovos 1,0
Leites e fluidos pronto para o consumo. 0,1
Mel 1,0
Peixes e produtos de peixe 1,0
Chéa, mate, café e derivados. 1,0
Demais alimentos 1,0

A FAO/WHO (World Health Organization) estabelece o limite maximo em 2,1 ug de As

por kg de peso corporal, como consumo diario.
Com relacdo ao arroz brasileiro, tanto a concentracdo total de As e espécies do
elemento presentes ja foram detectadas em arroz submetido a diferentes processamentos. No

trabalho realizado por Barbosa et al.*®

, utilizando ICP-MS em conjunto com a cromatografia a
liquido (LC), foi possivel estimar o quanto diariamente os brasileiros consomem de As e
determinadas espécies do elemento, mediante a ingestdo de arroz. Foi estimado um consumo
diario de As (Ill), As (V), MMA e DMA em 7,72 ug; 3,45 ug; 0,71 pg e 7,49 g,

respectivamente, considerando um consumo diario de 86,5 g de arroz por pessoa.

2.3.1 OUTROS ELEMENTOS TOXICOS ENCONTRADOS EM ARROZ

No Japdo, na década de 1950, ocorreram varios casos da doenca de ltai-itai, que € um
distarbio do metabolismo do célcio, levando & osteoporose e osteomalacia. O responsavel por

esta doenga era a contaminacao por Cd. Existe registro de que no arroz integral do Japao,
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proveniente de locais ndo contaminados, a concentracdo de Cd era 0,01 a 0,2 pug g™ e em
média de 0,06 pg g, enquanto que nos locais contaminados a concentracdo era 0,1 a 4,2 pg
g’ *°. Na China, foi verificado que com o aumento da concentracdo total de Cd no solo
ocorria aumento da concentracdo deste elemento no gréo de arroz>".

No Brasil limite méaximo de Cd em arroz é 1 pug g* **®. A FAO/WHO estabelece
como limite maximo o consumo diario de 0,1 pg de Cd por kg de peso corporal.

A concentracdo de Pb em arroz do Japdo foi determinada por Shimbo et al.*,

que
encontrou concentragdes entre 2 e 3 ng g'. Em arroz proveniente de varios locais da China a
concentracdo média de Pb encontrada foi em torno de 113,5 ng g™* >*. Na China, foi verificado
que com o0 aumento da concentracdo total de Pb no solo ocorria aumento da concentracdo
deste elemento nos gréos de arroz>!, conforme jé citado para Cd. No Brasil, o limite maximo
de Pb em arroz é 0,8 pg g*. A FAO/WHO estabelece como limite maximo o consumo diério
de 3,6 ug de Pb por kg de peso corporal.

Um estudo realizado em uma area de mineracdo da China, cujo solo estava
contaminado com TI, mostrou uma concentracdo de Tl entre 1 e 5,2 pg g, com média de 2,4
Hg g™ em arroz com casca, demonstrando que a planta consegue absorver o Tl presente no

solo®.
2.4 ANALISE POR ESPECIACAO QUIMICA

Para a identificacdo e quantificacdo das especies quimicas de um elemento, presentes
em uma amostra, o termo especiacdo vem sendo empregado amplamente, porém com
diferentes significados, incluindo a transformacdo das espécies e sua distribuicdo, entre
outros. Numa tentativa de organizar as terminologias, trés divisées da “International Union of
Pure na Applied Chemistry” (IUPAC) elaboraram o documento “Guidelines for terms related
to chemical speciation and fractionation of elements. Definitions structural aspects, and
methodological approaches”*”.

Algumas vezes, 0 termo especia¢do quimica é utilizado com o significado de informar
a forma em que o elemento se encontra presente como, por exemplo, distinguir derivados
organomercuriais de outros compostos de mercdrio. A IUPAC sugere a denominacdo de

analise de especiagdo quimica quando for feita referéncia a atividade analitica de identificagdo
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e medicdo de espécies quimicas. Finalmente, o termo também é utilizado para indicar a
distribuicdo de espécies em determinada amostra. A IUPAC recomenda que o termo
especiacio seja usado desta forma®>.

Com referéncia a especiacdo gquimica, geoguimicos e quimicos ambientais utilizam o
termo especiacdo para descrever transformacfes quimicas que um mesmo elemento sofre
durante determinados processos. O termo especiacdo também é frequentemente utilizado para
indicar a atividade de espécies quimicas e medidas de sua distribuicao.

A importancia da analise de especiacdo quimica para a ciéncia ambiental, biologia e
medicina reflete-se na crescente quantidade de artigos e livros publicados, congressos
dedicados ao tema e no constante progresso alcancado. A principal razdo € que a toxicidade,
biodisponibilidade, o transporte e em suma, as propriedades fisico-quimicas de um elemento

podem diferir grandemente, dependendo de sua forma quimica®®’.

Logo, informar o
conteddo total de um elemento ndo é suficiente na avaliacdo de seu potencial de acdo. O
desenvolvimento de métodos analiticos precisos e seletivos para a determinacdo das
diferentes espécies de um elemento €, pois, de extrema importancia para uma estimativa

realista dos riscos toxicolégicos e acdo no meio ambiente™.

2.4.1 ESPECIACAO DE ARSENIO EM ALIMENTOS

O iAs compreende as espécies mais tdxicas do elemento presentes em alimentos e
agua. Foi classificado pela “International Agency for Research on Cancer” (IARC) como
cancerigeno para os seres humanos™.

Para a avaliagdo do impacto ambiental, o conhecimento do conteldo total de As
fornece pouca informacdo, uma vez que as diferentes espécies de As conferem diferentes
graus de toxicidade nos diversos ambientes. Nos ambientes aquaticos, 0 As pode existir sob
forma soltvel, adsorvido a particulas sélidas, complexado a coloides e/ou acidos humicos,
entre outros; a coexisténcia de varias espéecies nas interfaces agua-sedimento, agua-ar, e
sedimento-ar é possivel®.

Tanto a reducdo quanto a metilacdo do As podem ocorrer mediante processos

quimicos ou microbiolégicos. A biota pode absorver o fon arsenato (AsO4*), reduzindo-o a
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arsenito (AsOs) e metilar o As, produzindo espécies menos téxicas, como os &cidos
monometilarsénico-MMA (V) e o dimetilarsinico-DMA (V), que sdo finalmente excretados.

Alguns autores®®®

relataram a presenca de As em sedimento e solo, majoritariamente
como As(lIl) e As (V), sendo que o DMA (V) e 0 MMA (V) nédo foram detectados, ou
encontrados em niveis menores de 5% do conteudo total de As. A presenca de MMA (lI11) e
de DMA (111) foi detectada na urina de pessoas que consumiam agua com teores elevados de
As®. Cerca de 24 espécies de arsénio podem ser detectadas atualmente nos sistemas
ambientais e biolégicos. E importante considerar que muitas pesquisas tém sido realizadas
com respeito a especiacdo quimica de As em organismos marinhos. No entanto, poucos
estudos tém sido realizados em relacdo a especiacdo quimica de As em alimentos de origem

terrestre, onde as espécies de As encontram-se ao nivel de ng g™ &

68,69 70-72

Estudos de analise de especiacdo quimica de As em frutos do mar™", peixes e

cereais’’® sdo os mais frequentes. Existem apenas alguns poucos estudos de analise de

especiacdo quimica de As em vegetais cultivados em solos com niveis normais de As’*"’,
onde as especies de As presentes ndo sdo detectadas mediante a instrumentacdo analitica
convencionalmente disponivel. Helgesen and Larsen™ compararam as espécies de As
presentes em cenoura cultivada em solos contaminados e ndo contaminados, enquanto que
Heitkemper et al. determinaram as espécies de As presentes em cenoura, macd’® e em

produtos para alimentago infantil’’

. Entretanto, a maior parte dos estudos foi realizada em
plantas terrestres cultivadas em substratos propositalmente contaminados’*®®2. Barbosa et
al.*® realizaram analise de especiacéo quimica em arroz polido e integral brasileiros, mediante
LC-ICP-MS. As espécies iAs, MMA e DMA foram detectadas e quantificadas no arroz.

A determinacdo de diferentes formas quimicas de um elemento envolve duas técnicas
complementares. A primeira promove uma separacao eficiente e segura, enquanto que a outra
promove uma deteccdo e quantificacdo adequada. Como a maioria dos elementos esta
presente na forma iénica ou polar na matriz da amostra, a determinacgdo direta destas espécies
é limitada. Contudo, procedimentos que convertem as espécies de interesse em compostos
volateis e termodinamicamente estaveis podem ser utilizados. Neste sentido, a técnica de
geracdo de hidretos (HG) tem sido aplicada juntamente a outras técnicas de deteccdo para a

analise de especiacio quimica de As *.
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A anélise de especiacdo quimica de As mediante HG envolve a reducéo do iAs, MMA
e DMA aos seus respectivos hidretos volateis, separando as varias espécies de As da
respectiva matriz, e pré-concentrando-as em colunas cromatograficas submetidas a baixa
temperatura. Posteriormente, as espécies sdo liberadas seletivamente, por aquecimento, antes
da deteccdo. Este processo é também conhecido como “cryotrapping” e se aplica também a
outros elementos formadores de hidretos, além de As. Embora esse método seja muito
sensivel, sua precisdo depende fortemente da vazdo do gas de purga, do tipo de fase
adsorvente e do tamanho da coluna de trapeamento, assim como da vazdo do gas de arraste
para o detector (ICP-MS, ICP-OES, AFS, AAS)*%.

Técnicas cromatograficas tais como a LC, permitem a separacao de um grande nimero
de espécies organometalicas, tendo-se em vista os diferentes tipos de coluna comercialmente
disponiveis (adsorcdo, troca ibnica, permeacdo em gel e fase reversa). No entanto, é
necessario associar o cromatdgrafo a detectores de alta sensibilidade, de maneira que a
determinacdo das diferentes espécies do elemento seja vidvel, apesar de se encontrarem em
baixos niveis de concentragdo (ug L™ ou ng L™).

Nos Ultimos dez anos foram desenvolvidos muitos métodos para a analise de
especiacdo quimica de baixas concentracdes de As organico e inorganico, associando as
técnicas cromatograficas LC e GC a um detector especifico. A determinacdo quantitativa de
uma mistura de espécies de As em matrizes complexas, normalmente, requer o poder de

separacdo de um método cromatografico e um sistema especifico de deteccdo de As.

2.4.2 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA A ESPECIACAO QUIMICA

Historicamente, os esforcos da quimica analitica instrumental foram focados na
reducdo de limites de deteccdo e na ampliacao da faixa linear das curvas analiticas. Embora os
detectores mais robustos provejam atualmente limites de quantificacdo da ordem de partes por
trilhdo, tanta sensibilidade pode se tornar desnecessaria, uma vez que o erro absoluto
introduzido nas diferentes etapas do processo analitico pode ser de uma ordem de magnitude
maior. O erro introduzido durante o preparo das amostras pode atingir 50% do erro total,
entretanto este erro pode ser ainda maior se considerarmos o preparo da amostra para analise

de especiacdo quimica, que envolvam matrizes complexas, baixas concentracfes das espécies
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e distribuicdo heterogénea das mesmas, implicando na necessidade de implementar
procedimentos adicionais como purificacdo e/ou pré-concentragdo. Portanto, a avaliagdo de
processos de amostragem, preservacdo das espécies e melhorias na eficiéncia de recuperacéao
das espécies durante o preparo de amostras sdo de vital importancia, constituindo-se estes
parametros no principal objetivo do desenvolvimento de metodologias para analise de
especiacdo quimica®®’.

Devido a ampla abrangéncia da palavra especiacdo e as inumeras abordagens sobre
este tema encontrados na literatura, neste capitulo considera-se prioritariamente a analise de
especiacdo quimica de compostos de As. Apresenta-se uma revisdo do estado da arte em
preparo de amostras para analise de especiacdo quimica, empregando extracdo assistida por
microondas e por ultrassom e, ainda, amostragem por suspensao.

Nesta revisdo priorizou-se a amostragem na forma de suspensdo e também a

ocorréncia de possiveis interconversdes das espécies nos procedimentos de extracao.
2.4.2.1 METODOS DE EXTRAGAO

As metodologias mais usadas para extracdo de especies de As sdo a sonicacdo e a
radiagdo microondas. A extracdo acelerada por solvente, por fluido supercritico e Soxhlet sdo
eventualmente utilizadas. A sonicagdo favorece a homogeneizacdo de amostras solidas. A
extracdo assistida por microondas envolve aquecimento das amostras com solvente ou
combinacdo destes, gerando a particdo das espécies entre as fases. Os solventes mais
comumente utilizados sdo: 4gua, metanol/Agua em diferentes proporcGes e
etanol/agua/cloroformio®.

Gomez-Ariza et al.®

pesquisaram procedimentos de extracdo, concentracdo e
derivatizacdo, prévias a separacdo cromatografica, para determinacdo de espécies de As em
amostras ambientais. A acidificacdo é comum em amostras de &gua e outros liquidos para
deter ou minimizar atividades bioldgicas. Entretanto, este procedimento ndo € recomendado
guando as amostras contém espécies organo-metalicas, uma vez que estas sdo degradadas em
condi¢Bes acidas. Nestes casos, sdo comumente utilizados solventes tais como tolueno e
metanol®. Feldman et al. pesquisaram o efeito do &cido cloridrico (HCI) e alguns aditivos

como nitreto sodico (NaNs), cloreto de trimetil benzil aménia, &cido benzdico, cloreto de
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cetilpiridinio e metanol sobre espécies de As em amostras de urina, relatando a degradacéo
dos compostos organoarseniacais em amostras acidificadas na presenca de alguns destes
aditivos™.

A extracdo de espécies organoarseniacais, assistida por micro-ondas, metanol e
mistura de metanol-agua, tem sido relatada®®?. Na extracdo de espécies de As em ostras, em
banho ultrassom, ndo foram evidenciadas diferencas significativas na eficiéncia de extracao
quando empregados os solventes agua, metanol e metanol-dgua (1:1)*. Diversos autores
relataram também a utilizacdo de enzimas nos processos de extracdo® . A extracdo de As
mediante agitacdo com &gua foi descrita, com eficiéncia de extracdo de As total na faixa de 57
a 81%, para amostras de mexilhdes®™. Na comparacdo de métodos de extracdo mediante
agitacdo manual, sonicagdo, extragdo acelerada por solvente e irradiagédo por microondas, a
eficiéncia da extracdo em agua e irradiacdo por microondas foi 100% e 50% quando a agua
foi substituida por metanol. Entretanto, as extracdes mediante agitacdo manual e sonicagédo
foram 30% e 20% menores, respectivamente'®. Yuan et al.'® compararam métodos de
extracdo, empregando cinco tipos diferentes de solvente para a extragdo por Soxhlet,
sonicacdo, agitacdo manual e utilizacdo de microondas. A melhor eficiéncia de extracdo foi
conseguida com uma mistura etanol-agua e utilizacdo de microondas, enquanto que a menor
eficiéncia foi observada quando empregado metanol puro. Outros trabalhos realizados com
respeito a procedimentos de extracdo para andlise de especiacdo quimica de As sdo
encontrados na revisdo publicada por Wrobel et al.'%,

A temperatura e a forma de coccdo dos alimentos também podem modificar as
espécies de As e a concentracdo das mesmas. Neste sentido, Devesa et al. apresentaram,
recentemente uma completa revisdo sobre os efeitos da temperatura durante a cocgdo de

alimentos ricos em As %4,

2.4.2.1.1 EXTRACAO POR MICROONDAS

A extracdo assistida por microondas encontra-se amplamente difundida em funcéo da
eficiéncia e rapidez no preparo de amostras, quando comparada com procedimentos
tradicionais. O emprego de baixas poténcias (entre 20 e 90 W) e pressdes normais torna
possivel a extracdo de compostos organometélicos, sem afetar as estruturas das moléculas dos
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mesmos, em amostras bioldgicas e ambientais. No entanto, pardmetros como solvente
empregado, poténcia e tempo aplicados precisam ser cuidadosamente avaliados para evitar
perda do analito ou interconversdes indesejadas *°. Nobrega et al. publicaram um artigo de
revisao sobre o emprego de microondas para analise de especiacdo quimica de Sn, As, Hg e
Se em diversas matrizes'®.

Mediante um procedimento desenvolvido para extracdo de espécies de As em
mexilhdes, aplicando uma poténcia de 40 W por 4 min, 85% do As total foi extraido®™.
Empregando uma mistura metanol-agua e aquecimento a 65°C durante 4 minutos, a extracdo
de As em material certificado de peixe foi 100% %,

A extracdo de AsO;°, AsO,® e DMAs assistida por microondas, em amostras de
farinha de arroz, empregando 4gua como meio de extracdo, foi proxima de 100%, sem que
fossem detectadas alteracdes das espécies de arsénio’®. No entanto, a extracéo foi de 50%
quando empregado metanol como meio extrator. Em outro trabalho, a eficiéncia de extragdo
foi de 96-105%, quando utilizada uma mistura metanol-a4gua (1:1) na extracdo assistida por

microondas, para espécies de As em amostras de camardo e ostras™®.

2.4.2.1.2 EXTRACAO POR ULTRASSOM

A extracéo assistida por ultra-som, seja por sonda focalizada ou banho ultrassom, foi
primeiramente empregada para determinacdo de teores totais de elementos quimicos. No
entanto, 0 emprego da extracdo assistida por ultrassom em estudos de especia¢do quimica,
principalmente mediante banho ultrassom, cresceu nos ultimos anos. O emprego de ultrassom
permite uma melhor homogeneizacdo do meio aquoso solvente/soluto das amostras onde
estdo as espécies a serem extraidas. A cavitacdo, fenbmeno caracterizado pela geracdo e
implosao de bolhas no meio, atingindo temperaturas préximas a 5000 °C e pressfes da ordem
de 1000 atmosferas causa erosdo mecanica dos solidos e ruptura de particulas. Por outro lado,
no meio liquido se formam ions que tendem a reduzir ou oxidar espécies quimicas. Por
exemplo, quando empregada agua como solvente em extracdo por ultrassom, sao formados

109

radicais hidroxila e peréxido de hidrogénio™. Caruso et al. relataram o emprego de ultrassom

e solvente metanol:dgua (50:50), para extracdo de espécies de As em amostras de maca. Para
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a extracdo em banho ultrassom durante 6 horas, a porcentagem de recuperacédo foi 72 a 97%.
Entretanto, a extragdo foi melhorada consideravelmente (81 a 104%) quando as amostras
foram tratadas com a-amilase, previamente & extragdo em banho ultrassom*™.

A eficiéncia do ultrassom na extracdo de espécies de As em ostra foi avaliada,
mediante os solventes agua e metanol-agua (50:50). O procedimento consistiu em submeter
uma porcdo da amostra a duas extracdes consecutivas por uma hora para cada extracdo em
banho ultrassom. Independentemente do solvente empregado, somente 53% do As total foi
extraido®.

Uma eficiéncia de extracdo de 102% para amostras de camardo e 96% para material
certificado de peixe foi conseguido mediante emprego de metanol-agua (50:50) como
solvente. Nessa pesquisa, a mesma aliquota da amostra foi submetida a trés extracGes por 30
minutos cada uma em banho ultrassom. Segundo os autores, variagdes na composicdo da
mistura extratora e no pH do solvente nédo levaram a melhoras significativas na eficiéncia de
extracdo’*. Estudos de estabilidade das espécies de As durante o processo de extracdo com
metanol-agua e metanol-cloroférmio-agua ndo evidenciaram degradacdo de seis espécies de
As adicionadas. Contudo, quando foi empregada uma mistura tripsina-carbonato de aménio
foi evidenciada a oxidacdo de arsenito (AsOs*) para arsenato (AsO,). A mistura metanol-
agua foi mais eficiente na extracdo do que a mistura metanol-cloroférmio-agua para as seis
espécies de As (As (I11), As (V), AsB, AsC, MMA e DMA) adicionadas**.

Wabhlen et al. relatam excelente recuperacdo de AsB em materiais certificados de
tecido de peixe e frutos do mar, empregando agua como solvente extrator, com previa
agitacdo manual por 10 minutos, seguido de extracdo em banho ultrassom a temperatura
ambiente durante 20 minutos e posterior centrifugacdo. No entanto, a extracdo de DMAs ndo
foi eficiente™?. Para especiacdo de As em algas provenientes da Antartica, a extragdo em
banho ultrassom, com uma mistura metanol-agua (50:50) durante duas horas a 30°C foi

aplicada. A eficiéncia de extracéo do As total foi 83 a 108% 2,
2.4.2.2 AMOSTRAGEM POR SUSPENSAO

A simplicidade, rapidez e praticidade no tratamento da amostra, no sentido de

minimizar a participagdo humana nas etapas do processo analitico, tornaram-se necessidades
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basicas nos laboratorios de rotina. E neste contexto que a amostragem de suspensao tornou-se
aceitavel no controle de qualidade e na analise qualitativa e quantitativa.

A amostragem por suspensdo foi introduzida por Brady et al.'** em 1974, e desde
entdo muitos trabalhos a respeito do assunto foram publicados™>™*". Ela combina vantagens
dos meétodos de amostragem direta de solidos e da amostragem liquida. Entre as vantagens
com relagdo a amostragem sélida pode-se citar a menor manipulacdo da amostra e,
consequentemente, um menor risco de contaminacdo e perda do analito, além da maior
rapidez de analise. No que diz respeito a amostragem liquida, cita-se a maior homogeneizacao
da amostra.

Entre as limitacbes da amostragem de suspensdo estd a necessidade de manter a
estabilidade da suspensdo até a determinacdo do analito. Para suspensdes diluidas a precisdo
pode ser ruim devido ao menor numero de particulas distribuidas no volume final. Por outro
lado, suspensdes concentradas podem ocasionar maior efeito de matriz.

A andlise de suspensdo requer atencdo a muitas variaveis, tais como homogeneidade,
presenca de agentes estabilizantes, tamanhos de particula, moagem e peneiramento, entre
outros. A escolha do solvente para o preparo de suspensGes também pode ser de vital
importancia, pois 0 mesmo deve auxiliar na extracdo do analito para a fase liquida sem alterar

a forma quimica do mesmo.
2.4.2.2.1 HOMOGENEIZACAO

Os progressos relacionados a técnica da amostragem de suspensdo sdo baseados no
desenvolvimento de mecanismos efetivos de homogeneizagéo e estabilizagdo da suspenséo. A
homogeneizacdo pode ser obtida por agitacdo manual da amostra, ou pela estabilizacdo das
particulas mediante o uso de agentes que aumentem a viscosidade da suspensao.

Agentes estabilizantes homogeneizam a suspensdo, dispersando aglomerados e/ou
diminuindo a velocidade de sedimentacdo das particulas. A velocidade de sedimentacdo
depende da viscosidade do meio, do raio das particulas da amostra e da densidade do solvente
e do material sélido™™® Erros elevados de quantificacdo ocorrem para particulas de alta

densidade, que tem uma velocidade de sedimentacdo mais rapida.
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Entre os agentes estabilizantes podem-se citar os surfactantes ndo-iGnicos, como o
Triton® X-100, Viscalex, glicerol, aerosol OT, hexametafosfato, entre outros. A capacidade
de estabilizagdo desses agentes é extremamente dependente das caracteristicas da amostra
(tais como tamanho de particula e densidade) e da concentracdo do agente estabilizante.
Agentes estabilizantes sdo indispensaveis, por exemplo, quando se trata de materiais
geoldgicos (amostras de alta densidade). Em relacdo a concentracdo da suspensdo, esta deve
ser cuidadosamente avaliada, pois concentragOes altas podem aumentar o sinal do branco e as
interferéncias quimicas™*®.

No que diz respeito aos sistemas de agitacdo pode-se citar:

a) Agitacdo manual: a agitacdo manual € o modo mais simples e econémico. Esse
modo de agitacdo so € eficiente quando um agente estabilizante é usado em conjunto, quando
sdo analisadas amostras compostas por particulas de alta densidade e que se sedimentam
facilmente.

b) Agitadores mecanicos: as barras magneticas e os misturadores por efeito vortex séo
sistemas muito aplicados devido & simplicidade operacional e baixo custo. Miller-1hli**
utilizou agitacdo mecanica para volumes de amostra de cerca de 10 mL, com particulas de alta
densidade.

c) Borbulhadores de gas: neste tipo de sistema um gas é borbulhado continuamente
dentro da suspenséo a ser amostrada.

d) Agitadores ultrassonicos: banho e sonda sdo utilizados. Em algumas situacdes, as
duas alternativas s@o utilizadas em conjunto para o preparo da suspensao. Além de desagregar
aglomerados de particulas, dependendo da capacidade de dissipar a energia ultrassonica, esses
sistemas também sdo capazes de reduzir o tamanho de particula. Assim, um aumento na

precisdo pode ocorrer devido a maior extracdo do analito para a fase liquida da suspenséo.
2.4.2.2.2 TAMANHO DE PARTICULA
Outro fator importante quando se trata de suspensdo € o tamanho das particulas do

material solido, que influencia na estabilizacdo, na eficiéncia de extracdo e/ou atomizacao e,

consequentemente, na preciséo das medidas*®.
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O tamanho das particulas também pode influenciar na homogeneidade da suspensao,
afetando a velocidade de sedimentacdo, isto é, quanto maior é o tamanho das particulas maior
é a velocidade de sedimentagdo e mais dificil € a liberagdo da espécie de interesse da matriz.
Além disso, particulas maiores podem ocluir acessorios de sistemas de nebulizacdo de
amostras como, por exemplo, em AAS e ICP OES. Em alguns casos, ha a necessidade de se
analisar suspensdes com particulas pequenas, muitas vezes, na ordem de 1 pm*?. No entanto,
a maioria dos erros associados ao tamanho das particulas pode ser minimizada por meio da
moagem e peneiramento da amostra. Além disso, a sonicacdo também pode auxiliar na

diminuicdo de erros associados ao tamanho das particulas da amostra.

2.5 TECNICAS DE DETECCAO
2.5.1 ESPECTROMETRIA ATOMICA

A espectrometria atdmica é usualmente empregada para determinacdo de metais,
metaloides e ndo metais. As técnicas de espectrometria atbmica envolvem a absorcdo ou
emissdo dos atomos ou ions da amostra na regido ultravioleta ou visivel do espectro
eletromagnético. A amostra a ser analisada, geralmente na forma liquida, € decomposta e a
solucdo introduzida em um atomizador, no qual é decomposta por intenso calor em gases,
produzindo atomos e ions livres capazes de absorver, emitir ou fluorescer em comprimentos
de onda caracteristicos, produzindo espectros de emissdo atdbmica e i6nica ou absorcdo
atbmica.

Em funcéo do fenémeno ocorrido, pode-se classificar a espectrometria atbmica em trés
tipos de técnicas diferentes, que sdo a espectrometria de absorcdo atdmica (AAS), a
espectrometria de emissdo atdbmica e a espectrometria de fluorescéncia atbmica (AFS). Cada
elemento tem seu conjunto de niveis de energia caracteristico e, portanto, 0 seu conjunto
unico de espectros de absor¢do e emissao.

Neste trabalho foram utilizadas as técnica de espectrometria de absorcdo e emissao

atdbmica, além da técnica de ICP-MS.
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2.5.2 ESPECTROMETIRA DE EMISSAO OPTICA COM FONTE DE PLASMA
INDUTIVAMENTE ACOPLADO (ICP OES)

A técnica de ICP OES se destaca por causa da grande precisdo e exatiddo, com
capacidade de determinar simultaneamente ou sequencialmente faixas de concentracbes muito
diferentes de elementos.

A capacidade multielementar da técnica de ICP OES é uma das mais importantes
caracteristicas, juntamente com a espectrometria de massa com fonte de plasma
indutivamente acoplado (ICP MS), podendo ser utilizada para a determinacdo de,
aproximadamente, 70 elementos em uma ampla variedade de amostras'%.

A técnica de ICP OES é baseada na medida da intensidade da radiacdo emitida,
quando um atomo ou ion excitado pelo plasma volta a seu estado fundamental.

Atualmente, o ICP pode ter configuragdo para vista de observacdo axial ou radial; a
vista axial proporciona melhor sensibilidade em relacéo a vista radial, em cerca de uma ordem
de grandeza, embora os efeitos de matriz sejam mais acentuados*?.

A diferenca principal entre as duas configuragdes (axial e radial) consiste basicamente
na composicao da faixa espectral observada. Instrumentos com configuracdo para vista axial
tém a tocha alinhada horizontalmente em relagdo ao sistema Optico, enquanto que nos
instrumentos com vista radial a tocha tem posicionamento vertical. Os aparelhos com
configuracdo axial proporcionam LDs 2 a 20 vezes melhores que os obtidos mediante a vista
radial, apesar das interferéncias de matriz e recombinacGes na cauda do plasma (regido mais
fria) serem mais pronunciadas™®.

Existem também alguns instrumentos que combinam os dois modos de observagdo do
plasma (“dual view” - DV) em uma Unica unidade, onde a radiacdo é coletada por dispositivos
Opticos. Nestes equipamentos a tocha € sempre posicionada horizontalmente. O principio da
técnica, configuracdes dos instrumentos e aplicacBes podem ser encontrados na referéncia
126.
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253 ESPECTROMETIRA DE MASSA COM FONTE DE PLASMA
INDUTIVAMENTE ACOPLADO (ICP-MS)

A técnica de ICP-MS permite a determinacdo de elementos mediante seus isétopos. Os
fons produzidos no plasma sdo levados para um espectrometro de massa, onde os diferentes
fons sdo separados de acordo com sua razao massa/carga’®. A separagdo dos fons de acordo
com a sua razdo m/z (onde m é a massa do ion e z a sua carga) ocorre através de campos
eletromagnéticos oscilantes em quadrupolos ou em setores magnéticos e elétricos,
dependendo da instrumentacdo utilizada. A técnica tem como principal vantagem a alta
sensibilidade.

Na técnica de ICP-MS, para se obter resultados quantitativos deve-se eliminar, ou pelo
menos minimizar os efeitos de matriz. No caso de matrizes salinas e/ou que contenham
apreciavel quantidade de material de natureza organica ha serias interferéncias. As
interferéncias espectrais, na sua maioria, sdo causadas por ions de argdnio como, por
exemplo, “°Ar »Na* com a massa nominal do ®*Cu* e**Ar #Mg" com massa nominal do
®7n*. Contudo, essas interferéncias causadas por fons poliatdmicos s&o muito baixas ou
inexistentes quando sdo utilizados espectrometros de alta resolugdo. Aléem disso,
determinados ions poliatbmicos podem ser eliminados, ou as interferéncias deles reduzidas
mediante células de reacdo e/ou colisdo. Como exemplo cita-se a interferéncia do fon “°Ar
%C|* sobre "As, que é eliminada através do emprego da célula de reacio™*®.

Configuracdes de espectrometros de ICP-MS de diversos fabricantes sdo descritos na
referéncia 127.

A introducdo da amostra no ICP é um fator importante a ser considerado, por afetar a
precisdo e exatiddo dos resultados. Quando a amostra na forma liquida é introduzida no ICP,
esta deve passar por um nebulizador para formar um jato gasoso (spray), cujas particulas sdo
em seguida selecionadas numa camara de nebulizagdo: as particulas menores (com cerca de
10 um de diametro) seguem para o ICP e as maiores sdo descartadas. Ao entrar no ICP, as
particulas selecionadas sofrem dessolvatacdo por aquecimento, formando um aerossol seco
que é aquecido e volatilizado, resultando em atomos livres, moléculas e fons em equilibrio*?,

Existem vérios tipos de nebulizadores para introduzir a amostra no ICP, no entanto os

mais comuns sdo 0s pneumaticos e o ultrassénico. Na nebulizagdo ultrassonica, as goticulas
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geradas sd@o de menor tamanho, sendo que um maior nimero delas chega até o ICP. Mas, o
consumo da solucdo da amostra € bem mais alto, quando comparada a nebulizacdo
pneumatica. Merecem destaque os nebulizadores pneumaticos com dessolvatacdo de aerossol,
por melhorar a sensibilidade e consumir pouca amostra. Por causa da prévia dessolvatacdo
parcial do aerossol, o transporte da amostra até o plasma é mais eficiente e, em alguns casos,
as interferéncias menores ou maiores, dependendo da matriz da amostra™®.

As principais diferencas entre as técnicas de ICP OES e ICP-MS séo as interferéncias
espectrais e de matriz e a sensibilidade. A ICP-MS é aproximadamente 10 vezes mais sensivel
e menos susceptivel a interferéncias espectrais, mas é mais susceptivel aos efeitos da matriz:
As interferéncias espectrais sdo mais severas em ICP OES porque existem inimeras linhas
ibnicas e atdmicas de emisséo, enquanto que em ICP-MS as interferéncias se devem
principalmente aos ions poliatdmicos que se formam no plasma. Por outro lado, as
interferéncias de matriz sdo mais severas por causa da existéncia da interface nos
espectrometros de ICP-MS.

Em muitos trabalhos foram usadas as técnicas de ICP OES e ICP-MS acima
discutidas, para a determinacdo de metais e metaldides em arroz, citando-se aqui alguns deles.
Mediante ICP-MS, Fangmin et al.>® determinaram Cd e Pb; Willians et al.™*® determinaram
As e Nardi et al.®® determinaram Se, Cu, Zn, Co, Mn, Mo, Mg, Cr, Cd, Pb, Ni e As.
Mediante emprego de ICP OES, Oliveira, Baccan e Cadore* determinaram Cu, Zn, Mn, Mo
e Mg; Okada et al.*® determinaram Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn e Gonzalvez,
Armenta, Guardia*** determinaram As, Cd, Cr, Co, Cu, Pb, Li, Mg, Mn, Mo, Ni, Se, TI, Ti,

Zn e alguns lantanideos.
2.5.4 ESPECTROMETIRA DE ABSORCAO ATOMICA (AAS)

Considerada como uma técnica analitica bem-sucedida, é uma das mais utilizadas na
determinacdo de elementos, que estdo presentes numa variedade de amostras, sejam estas
liquidas, solidas, em suspensdo, e até mesmo gasosas, podendo ser associada a sistemas de
analise em fluxo e permitir também estudos de especiac&o™***, dependendo do atomizador

empregado (chama, forno de grafite ou célula de quartzo).
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Neste estudo foi empregada a AAS associada com HG para se determinar As total nas
amostras de arroz brasileiro, bem como para a andlise de especiacdo quimica de As,
combinada com trapeamento criogénico. Foi também utilizada associando a geracdo de vapor
frio (CV) para se determinar a concentracdo de Hg total nestas amostras.

O principio da AAS, os diferentes tipos de instrumentos, atomizadores e aplicacfes

sdo detalhados na referéncia 135.

2.5.4.1 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM GERACAO DE
HIDRETOS (HG-AAS)

2.5.4.1.1 GERACAO DE HIDRETO (HG)

Os hidretos podem ser gerados atraves de reacdo com agentes redutores, classificados,
de maneira geral, como redutores metalicos em meio &cido ou tetrahidroborato de sodio
(NaBH4) em meio &cido. A reducdo por metal/acido ocorre geralmente com Zn/HCI, sendo
adequada para a formacdo da arsina (AsHs). Porém, o tempo de reacdo é longo (cerca de 10
min), o que diminui a frequéncia analitica e dificulta a automacéo do sistema. Além disso, as
reacBes com metal/acido tem muitas desvantagens, pois 0 Zn sé serve para reduzir As, Sb e
Se. O metal Zn granulado geralmente contem impurezas, elevando o sinal do branco e apenas
uma parte (cerca de 8%) do analito que se transforma em hidreto é determinada®®>*%,

Sendo assim, a reducdo do analito a seus hidretos é feita geralmente com NaBH,, em
duas etapas. Na primeira, o elemento é reduzido, por exemplo, de 5+ a 3+ no caso de As, 6+a
4+ no caso do Se. Na segunda etapa, ocorre a geracdo do hidreto correspondente. No caso do

As, as reacdes que ocorrem sao as que seguem:
(1) R,AS(O)(OH)sy + H" + BHs > RyAS(OH)3., + H0 + BHs
(2)RhAS(O)(OH)z.n + (3-n) H' + (3-n) BHs > RyAsHa., + (3-n) HyO + (3-n) BH;
onde, R,é o niUmero de radicais metila.

O borano (BH3) gerado por estas reacdes hidrolisa-se, formando como produtos o
4cido borico e o hidrogénio gasoso™’.
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(3) BH3+3H;0 > HsBO3;+3H,

O NaBH,; decompde-se imediatamente em meio acido e por isso sua solugdo deve ser
preparada em meio alcalino (com NaOH), para que se estabilize. Desta forma, evita-se a

hidrélise do NaBH, que acorre segundo a seguinte reacdo:

NaBH; + 2 H,O < 4 H, + NaBO;

Existem duas hipéteses (A e B) para o mecanismo da reacdo em que se baseia a HG,
que sdo mecanismos de transferéncia direta de H a partir do NaBH, para o &tomo do analito.
A primeira hipotese (A) parte do principio de que os hidrogénios a serem ligados ao elemento
de interesse (M) séo provenientes de diferentes moléculas do ion tetrahidroborato, produzindo
2 intermediarios ([MH] e [MH.]) antes da formacdo do hidreto final ([MHs]). Segundo a
hipotese B, os hidrogénios a serem ligados ao metal sdo provenientes da mesma molécula de
tetrahidroborato, conforme ilustrado a sequir*8*%

o Hipétese A - onde M é o elemento de interesse, ABC complexos
intermediarios e L=H", H,O, OH’, etc:

M(I11) + LsBH > ABC1 - [MH] (intermediério 1)

MH + LsBH - ABC2 - [MH;] (intermediario 2)

MH; + LsBH - ABC3 - MHg (hidreto final)

o Hipdtese B - onde M € o elemento de interesse e L=H", H,O, OH", etc:
M(II1) + LsBH - intermediario > MH;

Com a utilizacdo de NaBH,, a formacdo dos hidretos é imediata e sua liberacdo da
solucdo pode ocorrer entre 10 a 30 s. A concentracdo do agente redutor deve ser avaliada para
o0 elemento de interesse, considerando também o sistema utilizado. Diferentes concentracdes
de NaBH, sdo recomendadas (0,5-10,0% m/v para sistemas em batelada ou 0,1-1,0% m/v

para sistemas em fluxo), estabilizadas em KOH ou NaOH, estes entre 0,1 - 2,0% m/v.
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Pode-se, assim, produzir os hidretos volateis de um grande nimero de elementos, além
de se ter uma maior reprodutibilidade, pois 0 meio se apresenta mais homogéneo e a
velocidade da reacdo maior. Geralmente, a solugdo de NaBH, é adicionada a solugédo
acidificada da amostra. Para arrastar o hidreto formado, faz se passar uma corrente de gas
inerte através da solucdo, em um separador gas-liquido, além do que, o hidrogénio gerado na
reacao auxilia no carreamento do hidreto volatil para fora da solugéo.

A geracdo do hidreto pode ser realizada de trés maneiras: através do sistema em
batelada, em fluxo continuo (CF) ou por sistemas de injecdo em fluxo (FI).

Dedina e Tsalev**

dividiram em dois modos o0s processos de transporte do hidreto ao
atomizador: a transferéncia direta e a coleta. No modo de transferéncia direta, as espécies
volateis sdo transportadas diretamente para o atomizador. No modo de coleta, as espécies
volateis sdo retidas em um coletor para posteriormente serem liberadas e transportadas até o
atomizador, mediante aprisionamento ou trapeamento criogénico, que serd tratado mais
adiante.

Além do comportamento diferenciado dos elementos formadores de hidretos frente a
reacdo de reducdo, em funcdo de seus diferentes nimeros de oxidacdo, formas
organosubstituidas apresentam também um comportamento diferente na reducdo pelo
NaBH, Por exemplo, a arsenobetaina (AsB), a arsenocolina (AsC) e o tetrametilarsonio
(TMAs)ndo formam hidretos, enquanto que o MMA e DMA podem produzir sinais com
intensidade diferente, no entanto, sempre menores do que a do arsenito (AsOs), isso tudo para
mesma concentracao das especies.

A maior parte dos elementos capazes de formar hidretos pode existir em diferentes
estados de oxidacdo. A formagéo do hidreto depende deste estado, visto que unicamente se
formam de maneira quantitativa e rapida a partir do estado de oxidacdo Ill (As, Sb) ou IV
(Se,Te) e, portanto, para determinar os conteudos totais € necessario reduzi-los previamente.
O Bi ndo precisa de uma etapa de pré-reducdo, pois o estado (V) é metaestavel e, portanto, ele
se encontra sempre como Bi (111). O NaBH, é capaz de reduzir o As (V) e 0 Sb (V), mas a
velocidade da reacdo de reducdo é mais lenta do que a de formacdo do hidreto, obtendo-se
um menor sinal do que o das espécies reduzidas correspondentes. Por exemplo, a eficiéncia
na geracdo da arsina (AsHs;) a partir do As (V) esta na faixa de 65 - 67%. Ja o MMA forma
um hidreto monometilado (AsH,CHs), enquanto que o DMA forma um hidreto dimetilado
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HAs(CHs),**". A eficiéncia na atomizacdo é maior para a arsina do que para os hidretos
metilados, 0 que explica os menores sinais do MMA e DMA.

Ja os hidretos do selénio (H,Se) e de teldrio (H,Te) s6 se formam a partir das espécies
reduzidas; o Se (VI) e Te (VI) s&o menos reativos frente ao NaBH, e ndo se reduzem a Se
(IV) e Te (IV) respectivamente. Nem mesmo o HCI concentrado é capaz de reduzi-los
quantitativamente, o que torna indispensavel uma etapa de pré-reducédo eficiente. A reducéo
do Se é favorecida com o aumento da temperatura e com o aumento da concentragdo do HCI.
No entanto, as condi¢Bes 6timas dependem do tipo de amostra e da forma de pré-tratamento
da mesma. A pré reducdo do Se(VI) a Se(IV), mediante HCI e Br’, pode ser realizada em
condi¢cBes mais suaves, embora também seja necessario um aquecimento acima de 50 °C
durante, aproximadamente, 15 min'****. O KI é um agente redutor largamente utilizado na
reducdo de Sh(V), As(V) e MMA, além de evitar a interferéncia devida ao I3". O papel redutor
do KI se vé reforcado pela presenca do acido ascoérbico, visto que o iodeto se regenera

continuamente pela oxidacao do &cido citado (Figura 1).

OH pH OH OH
CH—CH__ f,ﬂ\?____,_ﬂ CH, ':-H--x...x--ﬂm¥._,..-c:
V— - > v/ + 2H* + 2e
Ho' om o? Yo
{Acido Ascorbico AH7) {Acido Deshidroascorbico A)

M(V) + 2I- — M{O) + I3-

Figura 1. ReacOes redox do sistema M(V)/Kl/acido arcorbico, sendo M = As(V) ou Sn
(V)144

As principais vantagens da geracao de hidretos podem ser enumeradas:

1) Aumento da eficiéncia de transporte para o atomizador, podendo chegar a 100%;
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2) O analito é separado da matriz, o que resulta na melhora da precisdo e diminui¢ao
de interferéncias;

3) A seletividade aumenta devido a reducdo significativa dos interferentes;

4) O LD é melhorado, possibilitando a determinacdo de baixas concentracGes do
analito;

5) A automacao dos sistemas pode ser facilmente realizada;

6) Dependendo do sistema utilizado, a pré-concentracdo do analito é viavel,

7) Possibilita estudos de especiacdo quimica mediante associacdo de diferentes
técnicas.

Entretanto, a HG tem algumas limitacdes: (i) suscetibilidade a interferéncias por
concomitantes existentes na solugdo da amostra, que podem impedir a reacdo de geracdo do
hidreto, ou a sua purga eficiente do vaso de reacao; (ii) a cinética da geracdo pode ser afetada
por varios fatores fisicos associados a solucao (densidade, viscosidade, volume, etc.), de tal
modo que em alguns casos pode ser necessario um dispositivo de coleta do hidreto antes da
sua introducdo no atomizador; (iii) o pH e a concentracdo dos reagentes podem ser criticos
para alguns elementos e (iv) os estados de oxidacdo ou a forma quimica do analito podem

afetar as medidas'®.
2.5.4.1.2 PRE-CONCENTRACAO

Os hidretos gerados podem ser (i) diretamente transportados para o atomizador e
atomizados, procedimento denominado método de transferéncia direta ou atomizagéo on-line,
ou (ii) podem ser pré-concentrados por trapeamento criogénico (CT), onde eles sdo

primeiramente coletados e depois atomizados*®

. A pré-concentracdo pode ser feita em um
dispositivo especial, usualmente um coletor criogénico ou diretamente no atomizador, neste
ultimo caso chamada de pré-concentracdao “in situ”. Como consequéncia, LDs mais baixos
podem ser obtidos usando-se a HG-AAS014>146

A pré-concentracdo no atomizador pode ser feita tanto em fornos de grafite,

atomizador bem estabelecido™*’

, assim como em célula de quartzo (QT) e em atomizadores
metalicos™’™°. O procedimento de pré-concentragdo consiste em duas etapas: (i) coleta e (ii)

volatilizacdo/ atomizacdo. Na primeira etapa, o analito, na forma de hidreto, € carreado do
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gerador até o coletor onde é retido e na segunda etapa o analito retido é volatilizado e
atomizado. A eficiéncia do coletor sera maior quanto maior for a fragdo de hidreto nele retida.
E desejavel que o hidreto gerado seja completamente retido no coletor e completamente
volatilizado na etapa seguinte.

O aprisionamento criogénico consiste no uso de um tubo de vidro ou quartzo em
forma de “U” imerso em nitrogénio liquido. O aprisionamento criogénico pode ser associado
a técnicas de separacdo como, por exemplo, a cromatografia a gas (GC). Além da
possibilidade de pré-concentrar as espécies, outra vantagem associada ao uso do
aprisionamento criogénico consiste no fato de que espécies instaveis e/ou reativas sao isoladas
e, com isso, a possibilidade de alteracdo e/ou decomposicdo dessas espécies €
significativamente reduzida.

Com relacdo a especiacdo de As, as diferentes espécies sdo retidas, geralmente, em
nitrogénio liquido e sdo depois volatilizadas sob aguecimento. Desta forma, sdo separadas de
acordo com seus respectivos pontos de ebulicdo. Com o objetivo de melhorar a sensibilidade
e a resolucdo entre as espécies metiladas de As, alguns autores preenchem o tubo em “U” com
Ia de vidro e/ou materiais cromatograficos como, por exemplo, fases estacionarias utilizadas
em colunas cromatograficas. Além disso, uma etapa prévia de silanizagdo pode minimizar
perdas do analito por adsor¢cdo na superficie do tubo e proporcionar uma melhor resolucéo.
Melhores LDs, em até duas ordens de grandeza, sdo alcancados com o emprego da etapa de
pré-concentracdo, quando comparada a determinacao na forma direta.

Diversas técnicas analiticas ja foram avaliadas para analise de especiacdo quimica de
arsénio. As vantagens, campos de aplicacdo e diferentes métodos de preparo das amostras
foram discutidos por Mufioz e Palmero®®*, Kumar e Riyazuddin®?, Zhu e Quin'>® e Rabiebh et
al.”™,

A analise de amostras na forma de suspensao tem sido aplicada em associa¢do com a
HG, com o0 objetivo de evitar um tratamento intensivo da amostra como, por exemplo, a
decomposicdo com &cidos concentrados. Desta maneira, a interconversdo das espécies pode
ser evitada. A amostragem por suspensdo associada com a HG foi avaliada por Matusiewicz

1.1 e Vieira et al.**®

eta para a determinacdo de As total em diferentes amostras de sedimento,
carvdo e cinzas de carvdo por AAS, ou em plantas™® por ICP OES. Moraes et al.’

determinaram espécies organicas e inorganicas de As em amostras de farmacos e bioldgicas,
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1.1 foi avaliada a

utilizando HG-AAS e trapeamento criogénico. Segundo Calle et a
determinacdo do As total e do iAs por diferentes laboratérios, sendo utilizados diferentes
métodos de tratamento da amostra, bem como a utilizacdo de diferentes técnicas (HG-AAS,
LC-ICP-MS e analise por ativacdo neutronica - INAA). Foi concluido que a concentracdo de
iAs encontrada pelos diferentes laboratérios ndo foi dependente do método de preparo da
amostra. Com isso, o principal diferencial desse trabalho foi desenvolver uma metodologia

analitica eficiente e de baixo custo para a anélise de especiacdo quimica de As em arroz.

3. OBJETIVO

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologia analitica para a
determinacéo e especiagdo quimica de As em arroz. Para tanto, foi utilizado trapeamento
criogénico (CT) associado com HG-AAS. Além disso, determinar outros elementos-traco em
arroz, a fim de caracterizar o arroz, de modo a contribuir para melhor avaliacdo dos riscos a
salde.

Para alcancar os objetivos, o trabalho foi planejado como segue:
1) Desenvolver e implementar metodologia analitica para a quantificacdo de As total por HG,
associada tanto com AAS quanto ICP OES.
2) Determinar a concentracdo de As total por HG-AAS e HG-ICP OES, Hg por CV- ICP
OES, Cd, Pb, Tl, Sn, Sh, Co, Cu, Mn, Se, Zn, Cr, Ni e Mo por ICP OES ou ICP-MS em arroz.
3) Avaliar procedimentos de preparo de amostra de arroz para analise de especiacdo quimica
de As.
4) Avaliar procedimento para a analise de especiacdo de As, empregando pré-concentracdo
mediante trapeamento criogénico e determinacdo por espectrometria de absorcdo atdmica
com geracdo de hidretos (HG-CT-AAS).
5) Estudar a separacdo e determinacdo das espécies inorganicas As (I1l) e As (V) em
arroz, mediante a HG-AAS;
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4. PARTE EXPERIEMENTAL
4.1 INSTRUMENTACAO

Para a determinacdo de Cd, Pb, Tl, Sn, Sbh, Co, Cu, Mn, Se, Zn, Cr, Ni e Mo foram
utilizados os espectrometros de ICP OES modelo Optima™2000 DV (da PerkinElmer)e de

ICP-MS modelo ELAN® DRC Il (da PerkinElemer/SCIEX), respectivamente. O equipamento
de ICP-MS foi disponibilizado pelo laboratério de Espectrometria Atémica do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM. Neste equipamento, 0 gas
carregador, auxiliar e de manutencdo do plasma foi argbnio comercial armazenado em tanque,
fornecido pela White Martins/Praxair.Nas determinacdes por ICP OES o gas de purga
utilizado no sistema Optico foi nitrogénio com pureza de 99,996% (White Martins/Praxair).
Como gés carregador, auxiliar e manutencdo do plasma foi utilizado argbnio com pureza
99,998%, este também proveniente da White Martins/Praxair. Os parametros instrumentais e

acessorios utilizados para ICP OES e ICP-MS sédo citados na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros instrumentais e acessorios utilizados nas determinagdes por ICP-OES e

ICP-MS.
Parametros ICP-OES ICP-MS
Poténcia de radiofrequéncia 1500 W 1300 W
Vazdo do gas principal 15 L min™ 15 L min™
Vazdo do gés auxiliar 0,2 L min™ 1,2 L min™
Vazéo do gés de nebulizagdo 0,60 L min™ 1,03 L min™
Nebulizador APEX-Q MicroMist/MCN-600
Cémara de nebulizacéo Ciclonica Ciclonica
Vista de observacéo Axial -
Vazdo da amostra 0,6 mL min™ 1,2 mL min™

As - 193,696; Cr - 267,716;

Ni - 231,604; Mo - 202,031,
Cd -228,802 ; Pb - 220,353

Hg - 253,652

Comprimento de onda, nm

SSCF, 55|\/|I’], 59CO, 6ONi,

83y, 7. 8256, BMo,

S I T ]
208p),

IsGtopos

Utilizou-se o sistema de injecdo em fluxo comercial FIAS 400 da Perkin Elmer para a
determinacdo de As total e Hg por HG-AAS e CV-AAS, respectivamente. O sistema
FIAS400 foi adaptado a um espectrometro de absorcdo atomica (Analyst 2100 da
PerkinElmer). O atomizador utilizado foi uma célula de quartzo, aquecida a 900 °C para As e
a 90 °C para Hg. Como fonte de radiacdo utilizou-se uma lampada de catodo oco de As,
operando com uma corrente de 10 mA e uma lampada de Hg operando a 6 mA. A absorvancia
do As foi medida em 193,7 nm, sendo a abertura da fenda do monocromador 0,7 nm e o
tempo de integracdo do sinal 40 s. A absorvancia do Hg foi medida em 253,7 nm, sendo a
abertura da fenda do monocromador 0,7 nm e o tempo de integracdo do sinal 40 s. Quando foi

utilizado ICP OES para a deteccdo de As total e Hg, o sistema mostrado na Figura 2 foi
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utilizado. Os parametros do plasma e comprimento de onda citados na Tabela 3 foram

utilizados.

] Argdnio

Atomizador

o \/\/\/\— Plasma (ICP OES) ou célula

L de quartzo com aquecimento
Amostra _\

eletrotérmico (AAS)
S a—— gds/liquido

Bomba peristdltica Separador

NaBH,

Figura 2. Esquema de sistema de geracdo quimica de vapor (CVG). Adaptado da referéncia
158.

O sistema mostrado na Figura 2 foi também utilizado neste trabalho para a especiacao
de As inorganico, onde a amostra primeiramente entra em contato com o agente carreador
(HCI) e depois a nova solugédo assim obtida entra em contato com o NaBH, (agente redutor).
A mistura é levada para um separador gas/liquido onde o argbnio (gas inerte) auxilia no
transporte das espécies volateis até o atomizador ou fonte de ions.

Para a analise de especiacdo quimica de As o instrumento utilizado foi o Analyst 200
da Perkin Elmer, equipado com o sistema para injecdo em fluxo, FIAS 100. Uma bomba
peristaltica (Gilson) com 4 canais foi conectada ao FIAS 100, equipado com uma lampada de
descarga sem eletrodos (EDL) como fonte de radiacdo, com corrente de 350 mA. O
comprimento de onda e a largura da fenda selecionados foram 193,7 nm e 2,7 nm
respectivamente. A correcdo do sinal de fundo foi realizada mediante 1d&mpada de deuteério.
Toda a operacdo do instrumento e obtencdo dos sinais foram feitos empregando-se o software
PerkinElmer WinLab 32, versdo 6.5.0.0266. A obtencdo dos sinais analiticos foi feita no
modo de absorbancia integrada e, posteriormente, para a integracdo dos sinais foi utilizado o
software Excel (Microsoft Office). O sistema utilizado para anélise de especiagdo quimica de

As é mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Sistema utilizado para a analise de especiacao de As por HG-CT-AAS.

O tempo de permanéncia do tubo em “U” em um “dewar” com nitrogénio liquido,
bem como o de aguecimento do mesmo para a analise de especiacdo de As por HG-CT-AAS
foram controlados manualmente. Na etapa de volatilizacdo, o “dewar” era removido e em
seguida o tubo era aquecido. O fornecimento de energia para 0 aquecimento da resisténcia
elétrica, posicionada ao redor do tubo, durante a etapa de volatilizacdo das espécies, foi feito
mediante uma fonte de aquecimento (Variac, modelo EA-PS 3065-10B). Para o controle da
vazdo do gas de arraste (He) foi utilizado um fluxométro de massa (Model-32907-61, Cole-

Parmer Instrument Company).
4.2 MATERIAIS, REAGENTES E SOLUCOES DE CALIBRACAO

Foram utilizados reagentes de grau analitico e agua deionizada e purificada (com
resistividade de 18,2 MQ cm) em sistema Milli-Q® da Millipore. Esta agua foi utilizada para a
preparacdo de todas amostras e solucdes. Os &cidos cloridrico (HCI) 37% (m/m), nitrico
(HNO3) 65% (m/m) e o perdxido de hidrogénio (H,0,) 30% (todos da marca Merck) foram

utilizados.
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As solucBes de calibracdo para a determinagdo de Cr, Ni, Mo, Pb e Cd por ICP OES,
As por HG-AAS e HG-ICP OES e Hg por CV-ICP OES foram preparadas a partir de
diluices adequadas de solucdes estoque (Merck)contendo 1000 mg L™ destes elementos. As
solucdes de calibracdo foram preparadas em HNO;3; 6,25% (v/v) para as determinagdes por
HG-ICP OES e CV-ICP OES e em HNO;3 12,5% (v/v) para as determinacGes por HG-AAS,
sendo a concentracdo de &cido igual na suspensdao da amostra de arroz e solucBes de
calibracéo.

Para a determinacdo de Cr, Mg, Co, Cu, Zn, Se, Cd, Sn, Sh, Tl e Pb por ICP-MS as
solugdes de calibracdo foram preparadas a partir de diluicbes de uma solucdo estoque
contendo 10 mg L™ dos elementos (PLASMA Cal SCP33MS, SCP Science). As solucdes de
calibracdo foram preparadas em HNO3; 5% (v/v).

As concentracdes das soluces de calibracdo, em pg L™, sdo as que seguem: 1,0; 2,0;
4,0; 6,0 e 8,0 para Hg, 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10 e 20 para os elementos determinados por ICP
OES e 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 para os elementos determinados por ICP-MS.

Para a analise de especiacdo quimica de As, as solu¢bes de calibracdo foram
preparadas a partir de diluicdes adequadas de solugdes estoque contendo 1000 mg L™ das
espécies As(l11), As(V) e MMA e 10 mg L™ de DMA, as quais foram fornecidas pelo Prof.
Valderi L. Dressler da UFSM. Essas solucdes de calibragdo foram preparadas em HNO3 2,0%
(v/v) e em HCI 2,5% (v/v) para as determinacdes mediante HG-AAS e HG-CT-AAS,
respectivamente, sendo essas concentracBes de acido iguais para as solucdes de calibracdo e
suspensao da amostra.

Para a determinacdo de As mediante HG-CT-AAS, o tubo em “U” foi preenchido com
a fase estacionaria de suporte, a base de diatomita (silica), recoberta com grupos siloxanos
(-Si-O-Si-), com particulas de 45 a 60 mesh (Chromosorb WAW-DCMS 45/60 - 15%0V-3,
Supelco). Para melhorar a resolugdo e separacdo da espécies de arsénio foi utilizado o
reagente Rejuv-8 (Sigma) como agente silanizador.

Solugbes de NaBH,; (Vetec) foram preparadas em NaOH 0,01 % (Merck),
imediatamente antes do uso, ou mantidas a 4 °C por no maximo uma semana.

Com o objetivo de reduzir a formacdo de espuma excessiva durante a mistura do
NaBH, com a suspensdo da amostra de arroz, foram adicionadas a suspensdo gotas de agente
anti-espumante (Antifoam-30 Emulsion, Merck).
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As amostras foram decompostas em frascos de politetrafluoretileno (PTFE) para
volume de 50 mL, fechados com tampa rosca e com aquecimento num sistema constituido por
bloco metélico e controlador de temperatura (modelo TE-007D, TECNAL).

Para homogeinizar as suspensdes das amostras de arroz foi utilizado um agitador
magnético (Fanem), o qual foi mantido ligado durante amostragem da suspensao.

O aquecimento para a extracdo seletiva das espécies de As em meio acido foi em
chapa de aquecimento (lka). As suspensdes foram preparadas em frascos de polipropileno
com capacidade para 15 mL, que foram imersos em um copo bequer em banho-maria por 30
minutos a 90 £ 5 °C, com controle manual da temperatura, por imersdo de um termémetro de
mercurio na suspensao.

Todas as pesagens foram feitas em balanga analitica digital (Gibertini) com resolugédo
de 0,0001 g e capacidade maxima para 60 g.

As amostras de arroz foram moidas em moinho criogénico (SPEX).

4.2.1 LIMPEZA DO MATERIAL

Frascos de polipropileno foram utilizados para o armazenamento das amostras, 0S
quais foram previamente descontaminados com solu¢do de HNO3; 10% (v/v), por contato com
a solucdo por no, minimo, 48 horas, sendo em seguida lavados com &gua deionizada
ultrapura. Os copos béquer e os baldes volumétricos utilizados foram descontaminados da
mesma forma, mas com HNO3 50% (v/v). A lavagem e descontaminacao dos frascos de PTFE
utilizados para a decomposicdo das amostras foram realizadas como segue: cerca de 4 mL de
HNO; foram adicionados a cada frasco e o conjunto levado a aquecimento por 5 horas a
180°C. Depois de esfriar a temperatura ambiente, os frascos foram enxaguados com agua
deionizada ultrapura.

A limpeza da célula de quartzo, utilizada para HG-AAS, foi feita periodicamente por
imersdo total em mistura de HNOj3 concentrado e HF concentrado na proporcao de 7:3, por 10
min. Em seguida, a célula foi enxaguada com agua ultrapura e deixada secar a temperatura

ambiente.
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4.3 AMOSTRAS
As amostras analisadas sdo citadas na Tabela 4. Elas foram adquiridas no comércio
local (em supermercados e feiras). Estas amostras compreendem diferentes tipos e diferentes

variedades de arroz, todos produzidos de forma irrigada no Rio Grande do Sul.

Tabela 4. Relagdo de amostras analisadas

Amostra Variedade de arroz Tipo de processamento do arroz
Al Agulhinha Polido
A2 Agulhinha Organico Integral
A3 Agulhinha Orgéanico Polido
Bl Branco Parboilizado tipo 1
B2 Branco Polido tipo 1
B3 Branco Polido tipo 1
B4 Branco Polido tipo 1
B5 Integral Integral tipo 1
C1 Cateto Polido
C2 Cateto Integral
C3 Cateto Organico Polido
C4 Cateto Organico Integral
D1 Cateto Biodindmico Organico Integral

4.3.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de arroz foram decompostas seguindo-se a metodologia descrita por Calle
et al."™’. Elas foram cominuidas em moinho criogénico e peneiradas em peneira com malha de
0,08 mm. Cerca de 0,125 g de amostra moida foram pesados em frasco de PTFE, ao qual
foram adicionados 1,25 mL de HNO3 e 2 mL de H,O,. Os frascos foram deixados em repouso
por cerca de 16 horas e depois levados ao bloco de aquecimento onde permaneceram por 5

horas a 160 °C. Apds este periodo, os frascos foram deixados esfriar a temperatura ambiente,
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a solucdo da amostra transferida para frasco graduado e o volume da solu¢do completado a 10
mL, com &gua. Esta solugdo foi ainda diluida 2 ou 5 vezes para a determinacéo dos elementos
de interesse, exceto para a determinacdo de As por HG-AAS. Todas as amostras foram
analisadas em triplicata.

Para a determinacdo de As nas amostras de arroz sob a forma de suspensdo, foram
testados diferentes solventes extratores e concentracfes desses solventes; agua, HNOs, HCI e
H3PO,. Este estudo foi realizado visando-se a andlise de especia¢do quimica do As, pois como
foi escrito anteriormente, 0 método de extracdo deve ser aquele no qual as espécies sofram a
minima ou nenhuma interconvencéo®*°. O método escolhido foi o proposto por Huang et
al.”™, com algumas modificaces. Neste caso, 0,25 g da amostra cominuida e peneirada foram
pesados e transferidos para frasco de polipropileno, ao qual foram adicionados 5 mL de HCI
2,5% (v/v). A mistura foi aquecida em banho-maria a 90 £ 5°C por 30 min sob agitacio
magnética. O As presente na suspensao foi, entdo, determinados por HG-AAS, HG-ICP OES
e HG-CT-AAS, esta Gltima empregada apenas para uma amostra de arroz integral,
aleatoriamente escolhida para a andlise de especiacdo quimica de As. Para a separacdo e
determinacdo das espécies inorganicas de As (As (II) e As (V)) no arroz, o mesmo
procedimento de preparo da amostra foi seguido.

Para a determinagdo de Hg, 0,5 g da amostra foram pesados em frascos de vidro, aos
quais foram adicionados 2,5 ml de HNO3; 20% (v/v), a mistura deixada em repouso por 24
horas e a seguir centrifugada a 2000 rpm por 20 minutos, ou, entdo, até verificar-se que o
material particulado tinha precipitado. Somente o sobrenadante foi utilizado para a
determinacdo de Hg, uma vez que o Hg é extraido para a solugdo. O método utilizado foi

|.160

desenvolvido por Collasiol et a para solo e sedimento, com algumas modificagGes, devido

a diferenca da matriz analisada.
4.4 AVALIACAO DA EXATIDAO

A exatidao dos resultados foi avaliada mediante teste de recuperagédo dos elementos. A
adicdo do analito foi realizada antes da decomposicdo ou aquecimento da suspensdo. No caso
do Hg, a adicdo foi realizada de modo a se obter 1ug L™ de Hg na suspensdo; para As a

adicdo foi realizada de modo a se obter 3ug L™ na solucdo da amostra digerida ou em
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suspensdo, tanto para determinacdo de arsénio total quanto para especiacdo do elemento.Com
relacdo aos demais elementos, a adicdo foi realizada de modo a se obter 2,5 pg L™ dos
elementos na solucdo da amostra digerida.

Os limites de deteccdo (LDs) e de quantificacdo (LQs) dos elementos investigados
foram obtidos através das equagdes abaixo.

LD =3s+m

LQ=10s+m

sendo, s 0 desvio padrdo e m a media de 10 medidas consecutivas do branco.

O percentual de recuperacéo foi calculado conforme a seguinte formula:

_ lmfm‘ obtido —valor real J
Re ¢% = x 100
valor real

Sendo o valor real aquele esperado, em pg L™, segundo a adicdo feita.
Para os valores de concentracdo em ng g™, estes foram calculados da seguinte forma:
C(ngg™) = [Caas XVXDx1000]

m

Onde,
Caas é a concentragdo obtida em pg L™
V é o volume inicial de solugcdo da amostra.
D é o fator de diluicdo (fd); quando ndo ha diluicéo o fd é 1.
1000 é o fator de transformagdo para ng.

m é a massa de amostra pesada.

4.5 SISTEMA HG-CT-AAS

O sistema HG-CT-AAS foi montado seguindo-se 0 mesmo procedimento descrito por
Moraes et al.’.

Na montagem do sistema FIA foram utilizados tubos de politetrafluoretileno - PTFE
(VICI) com 1,0 mm d.i., para a propulsdo dos reagentes e amostra. Para o transporte dos
hidretos até o tubo em “U”, um tubo de PTFE com 1,3 mm d.i. foi utilizado.
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Nos pontos de confluéncia dos reagentes foram empregadas conexdes poliméricas
feitas de poliétercetona (PEEK), em forma de “T” e flanges (RheFlex F6 ou F8, Rheodyne).
Os reagentes, solucdo e suspensdo da amostra foram propulsionados a vazao de 2 mL min
! Os reagentes utilizados foram HCI 20%(v/v)como solucdo carreadora e NaBH40,5%(m/v)
como agente redutor. Para a propulsdo, tubos de Tygon® de diversos diametros foram
utilizados.

Para a injecdo da amostra, uma alca de amostragem com capacidade para 0,8 mL (300
mm de comprimento) foi empregada. O preenchimento da al¢ca de amostragem e injecdo
foram feitos conforme mostrado na tabela 5 (item 4.7). Adicionalmente, uma alca de reacédo
com capacidade para 1,7 mL (920 mm de comprimento) foi utilizada para promover a mistura

reacional e geracdo das espécies volateis.
4.6 SEPARADOR GAS-LIQUIDO (GLS)

O frasco de polipropileno de fundo conico (Sarstedt) com capacidade para 50 mL

modificado e utilizado no sistema como separador gas-liquido encontra-se na Figura 4.

Descarte

r—— 5Saida para o tube em “U”
Mistura reacional

Tampa de acrilico

Frasco de polipropileno com base cénica #————m '

e

Figura 4. Frasco de polietileno modificado, utilizado como separador gas-liquido na analise

de especiagdo quimica de As por HG-CT-AAS.
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4.6.1 TUBO EM “U” PARA A ETAPA DE APRISIONAMENTO CRIOGENICO

Para a analise de especiacdo quimica de As por HG-CT-AAS foi utilizado tubo feito
de borosilicato ou quartzo, em forma de “U”, conforme mostrado na Figura 5. O tubo possuia
as seguintes dimensdes: 305 mm de comprimento, 4,5 mm d.e. 2,5 mm d.i. e largura de 34
mm (vidro) ou 24 mm (quartzo). O tubo foi descontaminado, secado e preenchido com a fase
estacionaria. Apos o preenchimento, a fase estaciondria foi tratada com um agente silanizador
1,1,1 - trimetilsilano (Rejuv® 8, Sigma). Quatro aliquotas de 25 pL do reagente foram
sucessivamente adicionadas a fase estacionaria, seguidas de purga por 3 a 4 h com gas inerte,
8 h antes de iniciar a andlise. A aplicagdo de uma etapa de silanizagdo previamente a analise
foi utilizada para reduzir a interacdo da fase estacionaria com os analitos e, assim, minimizar a
possibilidade de perdas por retengéo.

No tubo em “U” as espécies sdo separadas parcialmente de acordo com a interacao
com a fase estacionaria. Além disso, como o tubo fica imerso em nitrogénio liquido
(temperatura de ebulicdo de -186 °C) e as espécies possuem diferentes pontos de ebulicdo —
por exemplo, os pontos de ebuli¢do da arsina (AsH3), metilarsina (CH3AsH>) e a dimetilarsina
((CHa),AsH) sdo -55, 2 e 35°C, respectivamente — a separacdo ¢ promovida. Portanto, quando
se aplica a etapa de aquecimento, as espécies sdo volatilizadas gradativamente a medida que a
temperatura no interior do tubo aumenta. Sendo assim, a separacdo das espécies ocorre de

acordo com o ponto de ebulicdo e propriedades cromatograficas.
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—r Saida para detector

Entrada das espécies
volateis para o tubo em “U”

Cabo de forga para o

aquecimento da resisténcia Isolante

Contatos Elétricos para o
aquecimento da resisténcia

Tubo de borosilicato
preenchido com fase .
estacionaria e revestido .

| |
externamente por uma ”
resisténcia metalica ﬂr}i.
Figura 5. Tubo em “U” utilizado para trapeamento criogénico na analise de especia¢do
quimica de As por HG-CT-AAS.

Para mais informagdes sobre a montagem do sistema HG-CT-AAS (montagem do

separador gas-liquido e o preparo do tubo em “U”) ver item 3.5 da referéncia 6.

4.7 APRISIONAMENTO CRIOGENICO DE ESPECIES DE As E
DETERMINAGAO POR HG-AAS (HG-CT-AAS)

O sistema empregado para a andlise de especiacdo quimica de As foi proposto por
Matousek et al.’ e posteriormente utilizado por Moraes et al.®. O procedimento é baseado na
geracdo seletiva de hidretos volateis de compostos trivalentes de As, mediante controle do pH
e concentragdo dos reagentes. Apos a geracdo dos compostos volateis, eles sdo trapeados no
tubo com formato em “U” (preenchido com uma fase estacionaria) imerso em nitrogénio
liquido. Na etapa seguinte, o tubo é aquecido e as espécies sdo volatilizadas e determinadas
por AAS. O esquema do sistema utilizado € mostrado na Figura 6.

O sistema semi-automatizado empregado para a analise de especiagdo quimica de As

foi em parte controlado pela unidade FIAS 100, acessorio do espectrémetro de absorcdo
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atdbmica. Foram controlados o tempo e a velocidade da bomba peristaltica, necessarios para
que a amostra e 0s reagentes entrassem em contato e chegassem até o separador gas liquido. O
tempo de imersdo e de emerséo do tubo em “U” no “Dewar”, bem como o de aquecimento do
tubo e também o funcionamento da bomba que fazia o envio da mistura reacional para o
descarte foram controlados manualmente. As etapas do programa FIAS 100 e as etapas
manuais sdo citadas na Tabela 5. Foram7 etapas, necessarias para obtencdo dos sinais das

espécies de As, utilizando o sistema mostrado na Figura 6 e a unidade FIAS 100.

Tabela 5. Etapas do programa semi-automatizado para a analise de especiacdo quimica de As
por HG-CT-AAS. O tempo total da analise é 88s.

Etapa  Tempo Bomba 1* Bomba 2** Leitura Aguecimento Tubo
decorrido (rpm) (rpm) (poténcias 1, 2 e 3) “U”em
(s) nitrogénio
liquido
1 88 80 - - - Imerso
2 76 80 - - - retirado
3 68 80 - - 3 -
4 60 - - - 2 -
5 58 - - sim 2 -
6 57 - - sim - -
7 0 - 80 sim - -
* Utilizada para adicdo dos reagentes e amostra.

** Utilizada para envio da mistura reacional para o descarte.

A Figura 6 ilustra a montagem e os componentes do sistema utilizado para a
determinacdo das espécies de As por HG-CT-AAS.
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Figura 6. Sistema e acessorios utilizados para analise de especiacdo quimica de As por HG-
CT-AAS;1: Variac, equipamento utilizado para controlar o aquecimento do tubo em
“U”; 2: bomba peristaltica auxiliar utilizada para envio da mistura reacional para o
descarte; 3: FIAS 100, utilizado como controlador do tempo e velocidade da bomba
peristaltica, para propulsdo dos reagentes e amostra para o separador gas liquido; 4:
frascos dos reagentes HCI e NaBH,. 5: separadaor gas liquido; 6:tubo em “U”; 7:
“Dewar” utilizado para imersdo do tubo em “U” em nitrogénio liquido e 8-: fluxémetro,

utilizado para manter a vazdo do gas de arraste (He) em 75mL min™.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussdo dos mesmos estdo divididos de acordo com a ordem
previamente estabelecida na revisdo bibliografica. Inicialmente, serdo apresentados 0s
resultados obtidos para a determinacdo da concentracdo total de Cd, Pb, Tl, Sn, Sh, Co, Cu,
Mn, Se e Zn Cr, Ni, Mo e Hg nas 13 amostras de arroz citadas na Tabela 4, seguidos dos

resultados da determinacdo de As total e Hg total nas mesmas amostras. Serd discutido
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também se as concentragdes encontradas dos elementos determinados poderiam causar

intoxicacdo e se as concentracdes de elementos controlados (As, Cd e Pb) no arroz pela

legislacdo brasileira estdo abaixo do valor maximo permitido. Na sequéncia, serd apresentada

e discutida a andlise de especiacdo quimica de As em arroz integral por HG-CT-AAS, com

amostragem direta de suspensdo. Como parte final sera discutida a metodologia de especiacéo

do iAs na mesma amostra.

5.1 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Os LDs e LQs do método sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. VValores de LD e LQ para o teor total dos elementos investigados neste trabalho.

Elemento Técnica LD LQ
As HG-AAS? 0,5 36,6 1,7 138
HG-ICP OES? 0,1 19,8 0,4 65,9
HG-AAS" 0,5 20 1,7 68
Hg CV-AAS® 2,3 11,2 6,6 33
HG-ICP OES® 0,5 2,5 1,6 8,2
Cd ICP OES? 0,06 9,8 0,1 19,8
ICP-MS? 0,04 5,6 0,1 16,8
Pb ICP OES? 1,7 278 54 862
ICP-MS? 0,2 29,9 03 411
Ni ICP OES? 0,2 37,5 0,7 108
Cr ICP OES? 0,07 10,9 0,2 352
Mo ICP OES? 0,3 53,0 1,0 160
Mn ICP-MS? 0,3 44,6 0,3 4406
Co ICP-MS? 0,01 1.4 0,01 14
Cu ICP-MS? 0,3 42,2 0,3 534
Zn ICP-MS? 4,3 683 55 873
Se ICP-MS? 0,2 27,7 04 61,3
Sn ICP-MS? 3,0 485 3,3 530
Sh ICP-MS? 1,1 173 1,2 184
TI ICP-MS? 0,001 0,2 0,001 0,2

% para a amostra digerida; massa de amostra; 0,125 g em 10 mL (sem posterior dilui¢io para
HG-AAS, 2 vezes diluida para HG-ICP OES e 5 vezes para ICP-MS); * para a amostra
analisada na forma de suspensdo; massa de amostra: 0,25g para As e 0,59 para Hg, ambas em
em 10mL de suspensao.
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5.2 DETERMINACOES POR ICP OES E ICP-MS

Nessa primeira parte serdo mostrados os resultados da determinagéo de Cd, Pb, TI, Sn,
Sb, Co, Cu, Mn, Se, Zn, Cr, Ni e Mo nas amostras de arroz. Os elementos Ni, Cr, Mo, Zn, Cu
e Mn foram determinados por ICP OES, enquanto que TI, Sn, Sb, Co e Mo foram
determinados por ICP-MS. Todas as amostras foram preparadas de acordo como
procedimento descrito no item 4.3.1. A técnica de ICP OES ou ICP-MS foi utilizada de

acordo com a sensibilidade e concentracdo do elemento nas amostras de arroz.
5.2.1 CADMIO E CHUMBO

Estes elementos ndo puderam ser determinados por ICP OES, pois as concentracfes
deles nas amostras eram menores que 0s respectivos LDs: 9,8 ng g™* para Cd e 278 ng g™* para
Pb. Desta forma, o Cd e Pb foram quantificados por ICP-MS, cujos LDs foram 5,6 ng g™ para
Cd e 29,9 ng g™ para Pb, conforme citado na Tabela 6.

Conforme a Figura 7, em todas as amostras as concentracbes médias de Pb e Cd
estavam abaixo das maximas permitidas pela legislacdo brasileira. Este estabelece que as
concentragBes méximas de Cd e Pb no arroz devem ser 1000 ng g* e 800 ng g™,
respectivamente. Com respeito ao Cd, ndo se observam grandes diferencas para a
concentracdo do elemento nas amostras. Por outro lado, verifica-se que nas amostras de arroz
integral (A2, B5 e C4) a concentracdo de Pb € maior. O Cd e o Pb ndo foram detectados nas

amostras de arroz biodinamico organico integral (D1) e parboilizado (B1), respectivamente.
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Figura 7. Concentracbes de Cd e Pb encontradas nas amostras de arroz analisadas; barras ndo
mostradas referem-se a concentracdes abaixo dos respectivos LDs (Tabela 6). As barras de
erro indicam o desvio padrdo de 3 determinaces. As concentragdes maximas de Cd e Pb
permitidas pela legislacdo brasileira*"*® sio de 1000 e 800 ng g™

5.2.2 NIQUEL, TALIO, ESTANHO E ANTIMONIO

Na maioria das amostras analisadas, a concentragéo de Tl estava abaixo do LD (0,2 ng
g™h). A concentracdo maxima de Tl encontrada foi 0,6 ng g™. As concentracdes de Ni (Fig. 8)
e Tl encontradas nas amostras de arroz analisadas indicaram que nédo existe a possibilidade de
intoxicacao por estes elementos, conforme previsto pela WHO. Para o Ni, ndo se observou
prevaléncia de maiores ou menores concentragdes, segundo o tipo e cultivar de arroz. De
acordo com a Figura 8, a concentragdo de Ni é mais altanas amostras C1 e C4, sendo C1 de
arroz branco polido e C4 de arroz integral organico.

O Sb e Sn n&o foram detectados nas amostras. De acordo com a Tabela 6, 0 LD do Sn
é 485 ng g, um valor relativamente alto. Isso se deve & contaminacdo do peréxido de
hidrogénio (H,0,) utilizado para a preparacdo das amostras. Esse reagente é geralmente
contaminado com Sn e neste trabalho a contaminacdo foi observada pelo elevado sinal do

branco.
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Figura 8. Concentracdo de Ni encontrada nas amostras de arroz. As barras de erro indicam o

desvio padrédo de 3 determinacGes.

5.2.3 MICRONUTRIENTES

As concentragdes de Zn, Mn, Cu, Mo, Cr, Se e Co encontradas nas amostras de arroz
sdo mostradas nas Figuras 9, 10 e 11. Pode ser observado que as maiores concentracdes de
Zn, Mn e Cu foram encontradas nas amostras A2, B5, C2, C4 e D1, que séo todas de arroz
integral. A excegdo € o arroz da variedade agulhinha, no qual o teor de Mn foi maior na
amostra de arroz polido (A1) do que na integral (A2). Resultados que indicam um maior teor
destes elementos em arroz integral brasileiro também foram encontrados por Oliveira, Baccan
e Cadore™ No entanto, as concentracées de Zn, Mn e Cu encontradas por eles foram um

pouco mais baixas.
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Figura 9. Concentracgdes de Zn, Cu e Mn encontradas nas amostras de arroz analisadas. As
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barras de erro indicam o desvio padréo de 3 determinagdes.
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Figura 10. ConcentragGes de Mo e Cr encontradas nas amostras de arroz analisadas. As

barras de erro indicam o desvio padréo de 3 determinagdes.
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Figura 11. Concentracdes de Se e Co encontradas nas amostras de arroz analisada. As barras

de erro indicam o desvio padrdo de 3 determinacdes.

Quanto aos teores Mo, Cr, Se e Co encontrados, ndo é possivel fazer uma associacdo
destes com o processamento do arroz e/ou sua variedade e forma de cultivo. Porém, é
interessante salientar que os menores teores de Zn, Mn, Mo, Se e Cu foram encontrados no

arroz branco parboilizado (B1).

5.3 DETERMINACAO DE Hg POR CV-AAS E CV-ICP OES

A determinagdo de Hg nas amostras de arroz foi feita por duas técnicas (CV-AAS) e
(CV-ICP OEYS), sendo as amostras preparadas conforme descrito no item 4.3.1.

Da mesma forma que o Sb e Sn, o Hg néo foi detectado em nenhuma das amostras de
arroz analisadas. Conforme a Tabela 6, os LDs foram 11,2 ng g™'para CV- AAS e 2,5 ng g~
para CV-ICP OES.

Foi feito um estudo para avaliar a influéncia das concentra¢cdes do HCI e NaBH4 no
sinal do Hg. De acordo com a Figura 12, as concentracdes de HCI e NaBH, escolhidas foram
2% e 0,5%, respectivamente. ConcentracGes mais altas dos reagentes ndo foram escolhidas,
tendo-se em vista a maior formacéo de espuma no separador gas liquido. Foi também avaliada
a vazdo do géas de arraste (Ar), sendo escolhida a vazdo de 75 mL min™. Esta vazdo foi

escolhida em funcdo da melhor sensibilidade e retorno do sinal do Hg a linha base.
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Na Figura 13 sdo mostradas as curvas de calibracao de Hg obtidas.

2,5
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Figura 12. Influéncia das concentra¢des de HCI e NaBH, no sinal do Hg determinado por
CV-AAS. Uma solucdo teste contendo 20 pg L™ de Hg foi utilizada. As barras de erro

representam o desvio padrdo de trés determinacdes.
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Figura 13. Curvas de calibracdo de Hg obtidas por (a) CV-AASe (b) CV-ICP OES

Comparando-se as curvas de calibragdo mostradas na Figura 13, observa-se que o
coeficiente de correlacdo linear é praticamente 0 mesmo para as curvas de calibracdo obtidas
por ambas as técnicas. No entanto, comparando-se 0s LDs e LQs na Tabela 6, verifica-se que

a técnica com maior sensibilidade ¢ a CV-ICP OES. Segundo os testes de recuperacdo
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realizados, a recuperacdo do Hg variou de 95% a 125%, para ambas as técnicas utilizadas para
a determinacdo do elemento, estando de acordo com a variacdo geralmente observada na

determinacéo de baixas concentragOes de Hg.
5.4 DETERMINAC}AO DE As POR HG-AAS e HG-ICP OES

Conforme ja citado anteriormente, diversos parametros precisam ser avaliados nas
determinacGes mediante HG, para se obter maior sensibilidade para as espécies volateis.
Assim, foi avaliada a influéncia das concentragdes de NaBH, e de HCI no sinal do As.
Conforme a Figura 14, a maior sensibilidade é observada para NaBH,0,25% e HCI 3 mol L™

a4 mol L

2,4 -
| B NaBH, 0,25%
2,2

| EE NaBH, 0.5%
2,0 4 NN NaBH, 1,0%
1,8 | CINaBH, 1.5%

1,6

14
124
1,0
08-
06
0,4

Absorvincia integrada

0,2
0,0 -

0,5 1,0 1,5 2,0 25 30 35 4.0 4.5

Concentracio de HCI (mol L)

Figura 14. Influéncia das concentra¢des de HCI e NaBH, no sinal de As determinado por
HG-AAS. Uma solugdo teste contendo 5 pg L™ de As foi utilizada. As barras de erro

representam o desvio padrdo de trés determinacdes.
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A vazdo do gés de arraste foi também avaliada, sendo escolhido 50 mL min™ de
argbnio, em funcdo da sensibilidade e retorno do sinal do As a linha de base.

Quando se iniciou os testes com as amostras, verificou-se formagdo de uma grande
quantidade de espuma no separador gas-liquido, devido a matriz do arroz ser formada
principalmente por proteinas e carboidratos. Estes compostos em contato com meio acido,
juntamente com a liberacdo de gas hidrogénio, produzem espuma. Esta espuma foi reduzida
através da adicdo de agente anti-espumante, de forma que a concentracdo do agente na
solucdo da amostra fosse 0,5 % (v/v).

Durante as analises foi observado elevado desvio padrédo relativo (RSD) para o As,
acima de 20%, empregando-se a amostragem direta de suspensdo. O elevado valor foi
associado com a decantacdo das particulas sélidas na suspensdo. Mesmo com agitacdo
magnética da suspensdo (com o uso de uma barra magnética) previamente a amostragem, as
medidas de absorbancia integrada foram imprecisas. Assim, foi feita a adicdo de um
tensoativo (Triton X-100) previamente a aferi¢do final do volume da suspensédo, sendo que
sua concentracdo na suspenséo foi 0,25, 0,5 e 1% (m/v). Uma condi¢do de compromisso foi
estabelecida para a concentragdo do Triton X-100; a concentracdo 0,5% (v/v) foi escolhida,
visto que concentracdes mais altas do surfactante promoviam a formacdo de espuma,
enquanto queem concentracdes inferiores a 0,25% néo havia reducdo do RSD. Assim, com as
concentragcOes de anti-espumante e tensoativo adequadas, a recuperacdo de As no arroz foi
superior a 90% e 0 RSD menor que 10%.

Os LDs obtidos para o As no arroz digerido, sendo o elemento determinado por HG-
AAS e HG-ICP OES, foram 36,6 ng g e 19,8ng g™, respectivamente (Tabela 6). Sendo
assim, o As ndo foi detectado nas amostras A3, B1, B3, B4 e C1 por HG-AAS. O As na
amostra C1 também ndo foi detectado por HG-ICP OES, conforme pode ser observado na
Figura 15, a qual mostra os resultados para as amostras digeridas.

Nas amostras preparadas por digestdo, obteve-se, em geral, resultados semelhantes
para as técnicas de HG-AAS e HG-ICP OES. O coeficiente de correlag&o linear das curvas de
calibracédo foi também similar (0,9969 para HG-AAS e 0,9979 para HG-ICP OES.
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Figura 15. Concentracdo de As encontrada nas amostras de arroz digeridas, determinada
mediante as diferentes técnicas; barras ndo mostradas referem-se a concentracdes de As

abaixo do LD. As barras de erro representam o desvio padrao de trés determinacdes.

Na Figura 16 sdo comparadas as concentracdes de As encontradas nas amostras
digeridas ou analisadas na forma de suspensdo, sendo o analito quantificado por HG-AAS.
Verifica-se na Figura 16 que a concentracdo de As na amostra digerida é cerca de duas vezes
menor e isto pode ser devido a perda de As durante a digestdo, uma vez que os frascos de
PTFE poderiam néo estar completamente vedados, ou o As pode ter migrado pelas paredes do
frasco. Outro fator que deve ser considerado € a concentracdo de HNOg3, que € alta por causa
da digestdo, podendo acarretar a formacao de 6xidos de nitrogénio, compostos que dificultam
a formacéo de hidretos. Desta forma, foram considerados exatos apenas 0s resultados obtidos
para As na amostra preparada na forma de suspensao, como sendo o teor total de As. Segundo
a literatura, a amostragem por suspensdo diminui os riscos de perda do analito e de
contaminacdo®*®. Sendo assim, os resultados encontrados est&o de acordo com o previsto na
literatura. A concentracdo de As encontrada em todas as amostras foi menor que a

47,48

concentragdo maxima permitida pela legislacdo brasileira’*®, que é de 1000 ng g*. No
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entanto, verifica-se que as amostras de arroz integral (A2, B5, C2, C4 e D1) sdo as que
contem o maior teor de As, indicando que o As, provavelmente, estd presente em maior

quantidade no farelo, ja que parte deste é preservada no beneficiamento do arroz integral.

180

[ —igestio
160 - | I Suspensiio |

140 -
120-:
100 -
ﬁl:'.l-

60 -

Concentracio (ng g I}

40

20 4

Al AZ A3 B1 B2 B3 B4 BS €1 C2 C3 C4 D1

Amostras

Figura 16. Concentracdo de As encontrada nas amostras de arroz digeridas ou em forma de
suspensdo, determinadas por HG-AAS; barras ndo mostradas referem-se a As abaixo do LD.

As barras de erro representam o desvio padrdo de trés determinagdes.

5.5 METODOS DE EXTRACAO DE As EM ARROZ VISANDO A ANALISE DE
ESPECIACAO QUIMICA

Para avaliar a extracdo do As, foi escolhida aleatoriamente uma amostra de arroz
integral. Essa amostra foi decomposta em forno de microondas e o As total determinado por
ICP-MS. O valor (116,8 ng.g™") assim encontrado, serviu de referéncia. Seguindo-se a
literatura, diversos métodos de extracdo de As em arroz foram testados, a fim de se obter a
concentracdo de referéncia. Buscou-se o tratamento mais brando possivel para a amostra, no
intuito de se preservar a integridade das espécies de As, visando-se a analise de especiacdo

quimica do elemento na amostra de arroz.

62



A amostra de arroz integral escolhida foi submetida a diversos métodos de extracgéo,

1. e Huang et al."™™. Foram testadas diferentes misturas extratoras,

propostos por Calle et a
com ou sem aquecimento, além da aplicacdo de ultrassom e radiacdo microondas, conforme

indicado na Figura 17.
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Figura 17. Concentracdo de As total encontrada em arroz, em funcdo os diferentes métodos de extracdo e técnicas de medicdo. O valor de referéncia é
116,8 ng g, indicado pela linha vermelha nas figuras.
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De acordo com a Figura 17, a maior eficiéncia de extracéo foi para HCI 0,3 mol L™ e
aquecimento em banho-maria, tanto para HG-ICP OES quanto HG-AAS. Segundo Huang et
al.™ 0 meio extrator HNO; 0,28 mol L™ foi melhor, mas, segundo os apéndices A e B, o
mesmo ndo foi observado no presente trabalho. Sendo assim, o solvente escolhido para
extracdo das espécies de As foi o HCI 0,3 mol L™, com aquecimento em banho-maria por 30
minutos a 90 + 5°C. No entanto, o método de extragdo proposto Huang et al.**® ndo foi
descartado, sendo mais adiante testado para a analise de especiacdo quimica de As. A mistura
de HCI 0,3 mol L™ mais o meio redutor de Kl e 4cido ascérbico mesmo obtendo um valor
mais proximo do de referéncia para ambas as técnicas utilizadas ndo foi escolhido, uma vez
que oberservou-se interconvencao entre as espécies segundo testes realizados préviamente a

etapa de andlise de especiacao.
5.5.1 ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA DE ARSENIO

A primeira etapa desta parte do trabalho consistiu na montagem do sistema HG-CT-
AAS. Apds a montagem do sistema, conforme descrito no item 4.5.3, foram feitos estudos
preliminares para avaliar a sensibilidade e resolugdo de separacdo das espécies de As. Para
isso, foi utilizada uma solucdo teste contendo 10 pgL™ de As (111) na forma inorganica, MMA
e DMA. Desta forma, 0,5 mL da solucdo teste foram injetados no separador gas-liquido,
havendo a formacao dos hidretos de As (gerados a partir da reagdo com NaBH,) e posterior
retencdo dos mesmos por aprisionamento criogénico no tubo em forma de “U”. Em seguida, o
tubo foi aquecido e as espécies de As volatilizadas e detectadas por AAS. As condigdes

iniciais aplicadas foram estabelecidas de acordo com estudos feitos por Moraes et al.’ e

Matousek et aI.5-

Apos varios testes preliminares, foi verificado que nas paredes do tubo em “U”
acumulava-se agua, como produto da reacdo de reducdo do As pelo NaBH,;. A &gua
condensava-se quando o tubo era imerso no N, liquido e depois retirado. Mesmo com
aquecimento, a &gua condensava-se nas paredes do tubo e o problema foi somente contornado
aumentando-se o tempo de aquecimento para 15 s. Apds estes testes, ainda ndo se observavam
sinais distintos para as trés espécies. Por causa disso, foram adicionados ao tubo 100 pl de
1,1,1-trimetilsilano. A adicdo foi feita através de 4 injecBGes sucessivas, com 25 pL a cada

injecdo, 8 h antes de iniciar nova analise. Esse reagente também foi utilizado por Moraes et
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al.%, no sentido de evitar perdas do analito por adsorcao, reduzir os efeitos de alargamento dos
sinais e, também, melhorar a sensibilidade. Contudo, mesmo purgando-se o tubo com o gas
carreador, 0s picos ndo eram bem separados.

Modificagbes no programa do FIAS 100 e nas etapas manuais (Tabela 5) foram feitas
para se atingir uma melhor resolucéo e boa sensibilidade. Porém, a resolucéo entre as espécies
de MMA e DMA néo era ainda adequada por causa da taxa de aquecimento. Como o ponto de
ebulicdo das duas espécies é relativamente proximo, o controle da taxa de aquecimento é
fundamental para a separagdo. Portanto, foram feitos diversos testes de aquecimento em
diferentes poténcias (com o sistema Variac), até ser possivel separar as duas espécies. O
tempo de cada etapa de aquecimento é citado na Tabela 5.

Mediante os testes acima citados, a sensibilidade foi adequada e as condigdes
estabelecidas também foram adequadas para a obtencdo de uma boa resolucdo para as
espécies de As na forma inorganica, MMA, DMA. Na Figura 18 é mostrado o perfil do

cromatograma obtido para As na forma inorganica, MMA e DMA por HG-CT-AAS.

As(III) As

|

0.1

Absorvanciaintegrada

20 40 60
Tempo, s

Figura 18. Cromatograma preliminar das espécies de As, obtido por HG-CT-AAS para
0,5mL de solugéo contendo 10 pg L™ de As (I11) na forma inorganica, MMA e DMA.

Foi possivel observar que a sensibilidade era menor e a resolucdo pior do que aquelas
obtidas por Moraes et al.° Sendo assim, o tempo de permanéncia do tubo em “U” em N
liguido e o aquecimento foram ajustados. Com isso, foram obtidas melhor resolugdo e

sensibilidade, como se observa na Figura 19.
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Figura 19. Cromatograma das espécies de As, obtido por HG-CT-AAS para 0,5 mL de
solugdo contendo 10 pg L™ de As (111) na forma inorganica, MMA e DMA.

Observou-se que mediante controle manual do aprisionamento criogénico poderia
haver mudanca nos tempos de retencdo das espécies, em até 10 s, visto que podem ocorrer
alteracdes no tempo de imersdo ou remocao do tubo em “U”, no N, liquido. Mas, como néo
havia nenhum sistema automatizado disponivel, pelo menos até o término deste trabalho, foi
necessaria muita atencdo para que a variagdo de tempo acima referida fosse minima. Depois
dos muitos testes realizados ndo foram observadas variagdes maiores que 3 segundos para o
tempo de retencdo das espécies, desde que o nivel de N, liquido no interior do “Dewar” fosse
sempre mantido constante. Foi observado que o nivel de N, liquido devia ser restabelecido
apos seis ciclos completos de leitura do sinal, para que os tempos de retencdo das espécies

nédo variasse mais do que 3 s.
5.5.2 ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA DE As EM ARROZ

Apo6s a montagem e verificacdo do desempenho do sistema HG-CT-AAS, foi feita a
analise de especiacdo quimica de As em amostra de arroz integral, por amostragem direta de
suspensdo. Neste sentido, a HG em conjunto com o aprisionamento criogénico em fase
estacionaria foram utilizados para separacdo das espécies de arsénio e a AAS para a deteccdo

das mesmas.



De acordo com a Figura 17 e os apéndices A e B, a concentracdo da suspensdo foi
fixada em 5% (m/v), sendo utilizado HCI 3 mol L™ e aguecimento em banho maria para a
extracao das espécies de As.

Por causa da elevada formacdo de espuma no meio reacional no separador gas-
liquido, foi avaliado se a espuma formada poderia estar retendo as espécies volateis formadas
a partir da reacdo com o NaBH, e, assim, impedir que as mesmas fossem detectadas. Os
resultados obtidos mostraram que as recuperacdes ndo foram quantitativas para uma solucéo
de As (111) na forma inorganica, que foi testada.

No sentido de reduzir a formagéo de espuma, 0 emprego de um agente anti-espumante
foi avaliado. As concentracGes de anti-espumante avaliadas foram de 0,25; 0,5; 1 e 1,5%
(m/v), seguindo-se trabalhos prévios ®**. A reducéo de espuma somente nio foi significativa
para 0,25% do anti-espumante. Porém, ndo houve diferenca significativa (avaliacdo visual) na
reducéo da quantidade de espuma formada, para 0,5% e 1,5% de anti-espumante. De acordo
com o meio carreador (HCI 20% v/v) e redutor (NaBH,4 0,5% m/v) previamente avaliados, a
concentracdo do agente anti-espumante na suspenséo foi fixada em 0,5% (v/v).

Assim como na determinagéo de As total, para diminuir o RSD os estudos revelaram a
mesma condicdo de compromisso, com respeito a concentragdo de Triton X-100 na
suspensdo. Para diminuir a formacdo de espuma, a concentracdo de surfactante na suspensdo
foi fixada em 0,5% (V/v).

A concentracdo da solugdo de NaBH, também foi avaliada. Para isso, solucdes
contendo NaBH, 0,25; 0,5; 1; 1,5 e 2% (m/v) foram utilizadas. Para As na suspensao com 5%
(m/v) de amostra, preparada em Triton X-100 0,5% (m/v), os resultados obtidos foram
melhores para NaBH, < 0,5% (m/v). Para concentracdes maiores de NaBH,4, o RSD obtido foi
superior a 20%, enquanto que para NaBH, 0,25 ou 0,5% (m/v) o RSD néo foi superior a 10%.
Isto pode estar associado com a maior formacdo de espuma em presenca de NaBH; mais

concentrado.
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5.6.2.1 PARAMETROS DE MERITO DO METODO DE ANALISE DE ESPECIACAO
QUIMICA DE ARSENIO (As'"', MMA e DMA) POR HG-CT-AAS

Para calcular o LD e o LQ, foram preparadas curvas de calibracdo para as trés espécies
de As determinadas mediante HG-CT-AAS. Os resultados desse estudo encontram-se na
Tabela 7.

Tabela 7. Pardmetros de merito do método de andlise de especiacdo quimica de As por HG-
CT-AAS em funcéo dos diferentes solventes.

Meio de extracéo HCI 0,3mol L™ HNO;0,28mol L™

Parametro As'""  MMA DMA As'" MMA  DMA

Coeficiente de correlacéo linear da 0,9965 0,9925 0,9903 0,9984 0,9910 np
curva de calibracéo, r

Coeficiente angular da curva de 0,1279  0,1022 0,0342 0,1222 0,0735 np
calibracéo®

Limite de deteccéo (LD), ug L™ 0,15 0,2 0,5 0,2 0,8 np

Limite de quantificaccdo (LQ), pg L™ 0,5 0,6 1,75 0,7 2,7 np

Limite de deteccdo (LD), ng g™ 3,0 4,0 10,0 4,0 7,0 np

np: ndo foi possivel a calibracdo nesse meio.
b a faixa de concentracéo foi 1,0 a 5,0 pug L

De acordo com a Tabela 7, a linearidade da curva de calibracdo e a sensibilidade
pioram com a metilacdo do As. Isto porque quanto mais metilada for a espécie de As, menos
eficiente é a geracdo do hidreto correspondente®.

Foi avaliada a possibilidade de usar HNO3 0,28 mol L™ para extrair as espécies de As
em arroz na forma de suspensdo. Os parametros das curvas de calibracdo, o LD e LQ sdo
citados na Tabela 7.

Comparando-se os dados da Tabela 7, é possivel verificar que ha diferenca entre o0s
LDs e LQs encontrados, sendo o HCI melhor para as espécies metiladas. No caso do DMA, a
determinacéo foi impossivel em HNOs. Assim, conclui-se que 0 HNO5 0,28 mol L™ nio era
adequado para o preparo da amostra e, portanto, o HCI 0,3 mol L™ foi empregado. O HNO;

0,28 mol L™ foi proposto por Huang et al.**

, mas no trabalho realizado pelos autores foi
utilizado a técnica de LC-ICP-MS para a analise de especiacdo quimica de As. No presente
trabalho, a impossibilidade de medir DMA, usando-se HNO3 0,28 mol Lt como solvente

extrator das espécie, pode estar relacionada com a geracdo de hidretos.
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5.6.2.2 RESULTADO DA ANALISE

Na Figura 20 € mostrado o cromatograma para a amostra de arroz integral analisada,
onde se observam os sinais de As(Il1l) e DMA. Os resultados encontrados estdo de acordo
com os publicados por Huang et al.**® e Barbosa et al.*®, os quais também n&o detectaram

MMA em vérias amostras de arroz analisadas.
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Figura 20. Cromatograma obtido por HG-CT-AAS para as espécies de As em 0,5 mL de

suspensdo (5% m/v) de arroz integral, preparada com HCI 0,3 mol L™

Mediante a integracdo dos picos mostrados na Figura 20 e utilizacdo das equacGes de
regressao linear calculadas para cada espécie, foi possivel determinar as concentracGes de iAs
DMA na amostra de arroz. Salienta-se que tanto o As (I11) quanto o As (V) séo determinados
na forma de As (I11) por HG-CT-AAS.

Observando-se os resultados mostrados na Tabela 9, conclui-se que a metodologia
desenvolvida para a analise de especiacdo quimica de As em arroz pode ser aplicada, uma vez

que foram obtidos resultados exatos.
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Tabela 8. Resultados obtidos na determinacdo das espécies de arsénio por HG-CT-AAS e

comparagdo com a concentracao total do elemento encontrada por outras técnicas.

Concentracdoemng g~

Técnica ) " 0
iAs MMA DMA
Preparo
56,0 + 4,8 nd 54,9+09,2
HG-CT-AAS
3 Total = 110,9
Suspensao
As total
HG-AAS 116,7 + 10,7
Decomposigdo em bloco
ICP-MS
Decomposigdo em forno de 1168+ 2,4
microondas

nd: ndo detectado

5.6.2.3 EXATIDAO DOS RESULTADOS

Para a avaliar a exatiddo dos resultados, além da comparagdo com a concentragdo total
encontrada (ver a Tabela 9), foram feitos testes de recuperacdo das espécies As (I11) na forma
inorganica, MMA e DMA. Para 3 pg L™ das espécies, as recuperacées foram superiores a
95%.

5.7 SEPARACAO DAS ESPECIES As(I11) E As(V)

O emprego da HG permite a determinacéo seletiva das espécies inorganicas de As (111)
e As (V). A maioria das espécies de As (Ill) e oxidada em um reduzido espaco de tempo,
principalmente se a amostra for previamente tratada. Para a determinacdo das espécies
inorganicas de As (I11) e As (V) foi utilizada a HG-AAS, sendo as solucdes de referéncia e a
amostra preparadas da mesma forma que foi feito para a analise de especiacdo quimica de As
por HG-CT-AAS.
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O procedimento foi baseado no trabalho de Borba et. al.'®®

, ho qual foi feita a
determinacdo de iAs e As total em agua. A separacao de As (Ill) e As (V) baseia-se na
geracdo seletiva dos hidretos das especies atraves da variacdo da concentracdo do meio
redutor. Ao se utilizar HCI 10 mol L™ e NaBH, 1,0% (m/v) determina-se As (111) + As (V).
Pela diferenca entre o As total determinado nesta condicdo e o As (lll) determinado
utilizando-se HCI 4,0 mol L™ e NaBH, 0.1%, obtém-se a concentracdo de As (V). Essas
condi¢cdes foram adotadas para a determinacdo de As (IIl) e As (V) na amostra de arroz
integral analisada.

Segundo a literatura™®, empregando-se uma solucdo de HCI 4,0 mol L™ e de NaBH,
0,1% é possivel determinar apenas o As (I11), sem interferéncia de As (V). Para verificar esta
condi¢do foram analisadas duas solucdes teste, a primeira delas contendo 20 pg L' de As (V)
e a outra 20 pg L™ de As (V) + 20 pg L™ de As (I11). Para a primeira soluco foi obtido um
sinal ao nivel do branco, enquanto que na segunda solucéo o As (I11) foi detectado. Também
de acordo com a literatura, quando se emprega HCI 10 mol L™ e NaBH, 0,6% o sinal do
As(l11) ¢ significativamente maior que o do As (V), 0 que parece estar relacionado com a
maior facilidade de formac#o da arsina a partir do As(111)****%,

Para a determinaco do iAs (As (1) + As (V)) utilizou-se HCI 10 mol L™ e NaBH;1%
(m/v);nessas condicBes a quantidade de espuma gerada no separador gas/liquido pdde ser
controlada. Em seguida, analisou-se a amostra de arroz integral e os resultados obtidos s&o
mostrados na Tabela 9. A concentra¢do do iAs na amostra de arroz foi determinada mediante
uma curva de calibracdo preparada a partir de solugdes contendo As (V) em HCI 10 mol L™,
As concentracdes de As (V) e As (I11) foram determinadas conforme acima discutido.

De acordo com a Tabela 9, somando-se as concentragfes das espécies de AS
determinadas na amostra de arroz integral — As (I11) + As (V) + DMA - obteve-se 125,7 ng g’
!, Comparando-se esse valor com os valores encontrados mediante as outras técnicas a
concordancia é de 108%, considerada satisfatoria. Os LDs e LQs para as espécies inorganicas
de arsénio foram 18,5 ng g e 62 ng g™, respectivamente. Vale salientar que inexiste arroz
certificado quanto a concentracdo de espécies individuais e, sendo assim, a exatiddo foi
avaliada somente por comparagdo com a concentracéo total de As e testes de recuperacdo, a
variacdo nos resultados pode estar relacionada com a proximidade dos valores encontrados

com os respectivos limites de detec¢éo e de quantificacéo.
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Tabela 9. Concentracdo das espécies inorganicas de As encontradas no arroz analisado e

comparagdo com a concentracao total de As determinada por diferentes técnicas.

Concentracdoemng g~

Técnica
As (111) As (V)
Preparo
445+ 0,5 26,3+0,3
As (111) +As (V) =70,8 +0,3
HG-AAS
DMA =549+9,.2
Suspencao
Total = 125,7
As total
HG-AAS 116,7 + 10,7
Decomposi¢do em bloco
ICP-MS
116,8+ 2,4

Decomposi¢do em forno de

micro-ondas
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6. CONCLUSOES

As concentracGes de As, Cd e Pb encontradas no arroz estdo de acordo com a
legislagéo brasileira. Foram encontradas maiores concentragdes de As, Cd, Pb, Zn, Mn e Cu
nas amostras de arroz integral, quando comparadas com as outras amostras de arroz da mesma
variedade, indicando a prevaléncia destes elementos no farelo do arroz. As menores
concentracdes de Pb, Mo, Cr, Se e Co foram encontrados no arroz parboilizado.

O HCI mostrou-se mais adequado que 0 HNO3 para o preparo de amostra de arroz na
forma de suspensdo, para a determinacéo de As. Este elemento pdde ser quantificado no arroz,
tanto por HG-AAS quanto HG ICP OES. Com relacdo ao Hg, o LD obtido por CV-ICP OES
foi4 vezes menor que o obtido por CV-AAS. Mesmo assim, o Hg ndo foi detectado em
nenhuma das amostras de arroz analisadas. Quanto aos demais elementos investigados, o Cr,
Ni, Mo, Zn, Mn e Cu puderam ser quantificados por ICP OES. Enquanto isso, para quantificar
Cd, Pb, TI, Sb, Sn, Co e Se, devido as baixas concentracdes no arroz, foi necessario o uso da
técnica de ICP-MS.

O método de andlise de especiagdo quimica de As, com amostragem direta de
suspensdo e determinacdo de As (111), MMA e DMA por HG-CT-AAS foi adequado, pois se
obteve uma boa eficiéncia de separacdo de iAs, MMA e DMA. Além disso, a recuperacao das
espécies adicionadas a amostra antes do preparo da mesma foi quantitativa (95%) e a soma
das concentracdes das espécies concordante com a concentracao total de As determinada por
outras técnicas. O HCI 0,3 mol L™ mostrou-se adequado para as extracdes das espécies de As
no arroz, na forma de suspensdo, que foi preparada mediante a adicdo de HCI 0,3 mol L e
aquecimento por 30 min em banho-maria a 95 °C.

As espécies inorganicas de As (As (I11) e As (V)) foram eficientemente determinadas
por HG-AAS. O LD obtido foi adequado, possibilitando quantificacdo das duas espécies de
As no arroz.

Apesar das dificuldades encontradas devido a operacdo manual do sistema para fazer o
trapeamento criogénico, conclui-se que o mesmo é viavel, pois foram obtidos resultados
exatos. Além disso, a analise de especiacdo quimica é de baixo custo e o LD e a frequéncia
analitica sdo satisfatorios. Sendo assim, pode ser usado para a analise de especia¢do quimica

de As em arroz, como alternativa a LC-ICP-MS.
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APENDICES

APENDICE A

Testes de extracdo para determinagdes por ICP-OES

Fxtracio

Amostras 1° 2 3 4 5° 6"

Media | DP | R5D | Media | DP | RSD | Media | DP RSD | Media | DP RSD | Media | DP | RSD | Media | DP | RSD

Sugp 1%% rice 2482 | 073 29 | _ - - - - - - _ _ _ _ _ _ _ _

Susp 2.5%rice 2896 | 023 ng |- - - - - - - - - - - - - - -

Susp 5.0%rice 28.26 | 1.01| 36/ - - - - - - - - - - - - - - -

Susp 5% arroz maior - - -] 2804 213! s56/|- - - - - - - - - - - -

Susp 5% arroz menor | - - - 2804 | 160 44]- - - - - - - - - - - -

Susp 5% arroz - - - - - - - - - - - - - - -
M.Pen. 3726 | 0522 1.401

Susp 5% arroz Pen. - - - - - - 40332 185 45| - - - - - - - - -

Susp 5% arroz HCI - - - - - - - - - - -
a0c 110.06 | 6356 | 5775

Susp 5% arroz HCI - - - - - - - - - - -
B0C 2x 28641 613 21

Susp.Fria5%arroz | - - - - - - - - - - - - 4875|052| 1.06| 5487 | 0.86| 156

Susp. Decant5% Fria | - - - - - - - - - - - - 56.16 | 5.68 | 10.11| 4877 | 5.19 | 10.65

Susp. Quente 5% - - - - - - - - - - - - 8544 (278 33| 7118 [116| 186

Susp. Decant5% - - - - - - - - - - - -
Cluente 7374|036 05| 5686 | 3.68 6.5

s  Obs (1) 1°, 2° 3° extragdes foram feitas com HoO.
Obs (2): As demais foram feitas em HCI 2,3%.



Extracio

Amostras

7o

sﬂ

gﬂ

10°

11°

Media

DP

RSD

Media

DP

RSD

Susp. Fria 3% arroz

63.57

1.65

2.549

Susp. Decanta% Fria

63.95

1.03

1.61

Susp. Cluente 5%

69.00

022

03

Susp. Decant5%
Cuente

65.55

1.62

2.5

Susp 5% Cluente 2

67.74

0.93

1.4

Suspensao 5%arroz
ciultra

67.90

1.63

2401

Suspensan 5% arroz
ultrafaguecimento

105.53

1.46

1286

Suspensan 5% arroz
aguecimento

108.49

217

2.002

Suspensao 5% arroz
ultrafaguecimento

10513

1.25

1.186

Suspensaoarroz K+
AcAsc+Ague

111.06

2.95

2.66

SUSpensaon arroz
Ague +Kl+ ACAsC

103.68

D42

0.403

Suspensao 5% arroz
aguecimento

7012

0.84

1.20

Susp. Decant5%
Quente

&  (Obs (1) Fol utilizado HCI 2 3% como meio para a suspensdo da 87 3 107 extracdo .

¢ Obs.(2): 11° Extragio foi utilizado HNOs 5%, para preparar a suspensio.
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APENDICE B

Testes de extracdo para determinagGes por AAS.

Amostras

T

-

3

T

6”

T

Media

Media

Meédia

Media

Media

Desvin

R5D

Meédia

Desvin

RSD

Susp. 5% em HC12 5%

47,70

Susp. 3% em H.POs 2M

7842

Susp. 3% em HNO,
0,280

64,84

Susp. 3% em HNO,
0,280

57,11

Susp. 3% em HNO,
0280 centrifuzada

66,40

Susp. 3% em HNO,
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