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RESUMO

AVALIACAO DAS CONDICOES DE EXTRAGAO PARA POSTERIOR
ESPECIACAO DE ARSENIO EM ALIMENTOS POR LC-ICP-MS

AUTOR: Téassia da Silva Seeger
ORIENTADOR: Fabio Andrei Duarte

O arsénio € um elemento téxico, com caracteristicas carcinogénicas e mutagénicas.
Contudo, a toxicidade desse elemento esta associada as suas espécies, sendo que algumas
delas possuem maior toxicidade que outras. Nesse sentido, a analise de especiagdo possui
relevancia para melhor compreensdo acerca da disponibilidade de As e seus efeitos em
diferentes organismos. As espécies mais comuns de As sdo as inorganicas [principalmente
As(lll) e As(V)] e as organicas [derivados metilados, por exemplo dimetilarsénio (DMA) e
monometil arsénio (MMA)]. Uma vez que a analise de especiacdo requer que as espeécies
sejam preservadas ao longo dos procedimentos envolvidos na sequéncia analitica, do
preparo da amostra a etapa de quantificagéo, torna-se necessério o cuidado e investigagcado
de fatores que possam influenciar nessa preservacao. O preparo de amostra € uma das
partes mais criticas nesse procedimento e, por esse motivo, recebe um destaque quando
considerados os fatores que podem influenciar na estabilidade das espécies. Em geral, sdo
utilizados métodos de extracdo para andlise de especiacdo, pois possuem condigbes mais
brandas quanto a temperatura e concentracdo de reagentes. Esses procedimentos de
extracdo podem ser feitos por extracdo convencional (com aquecimento condutivo e
agitacdo mecanica), por extracdo por assistida por micro-ondas (MAE), extracdo assistida
por ultrassom (UAE), entre outros. Apesar dos dois primeiros serem bem difundidos e
utilizados, a aplicacdo de ultrassom nédo € tdo estudada para a andlise de especiacdo de As,
0 que gera uma lacuna nos efeitos desse tipo de energia nas espécies de As. Nesse
trabalho foi feito um estudo critico sobre quais fatores que poderiam influenciar na
estabilidade das espécies e na eficiéncia de extracdo e, quando possivel, relacionando
ambos fatores. Tendo em vista as diferentes espécies de As encontradas em diferentes tipos
de matrizes, foram escolhidas para o desenvolvimento do estudo amostras de alga, arroz e
peixe, visando abranger uma quantidade maior de espécies. Alguns parametros como tipo e
concentracdo de solugdo extratora, tempo e temperatura de extracdo foram avaliados
quanto a eficiéncia de extracdo, enquanto que a concentracdo da solugdo extratora e a
adicdo de ions foi utilizada para a avaliacdo da estabilidade das espécies. Foi observado
que a forma de aplicacdo de energia utilizada no método de extracdo nao influenciou na
estabilidade das espécies nem na eficiéncia de extracdo. Por outro lado, foi observado que a
temperatura e o tempo de extracdo influenciaram na eficiéncia de extracdo, enquanto que a
concentracdo de HNOs; como solugdo extratora, além de influenciar na eficiéncia de
extracdo, acarretou na conversdo da espécie desconhecida de As (UK1) presente na alga.
Quanto a adicdo de ions, foi observada que a adicdo de Fe®*"' provocou conversdo da
espécie UK1 da alga em As(lll) e As(V) e a conversdo de As(lll) e DMA presente no arroz
em As(V). Adicionalmente, foram feitas as quantificacbes das espécies de As presentes nas
amostras utilizando a condicdo mais adequada para a extracdo das espécies em cada tipo
de matriz sem que ocorresse conversao entre as espécies, limite de quantificacdo do
método foi de 0,06 pug g*.

Palavras-chave: Arsénio. Especiacdo. Estabilidade de espécies. Métodos de
extracdo. Preparo de amostras.






ABSTRACT

EVALUATION OF EXTRACTION CONDITIONS FOR ARSENIC SPECIATION
IN FOODS BY LC-ICP-MS

AUTHOR: Tassia da Silva Seeger
ADVISOR: Fabio Andrei Duarte

Arsenic is a toxic element with carcinogenic and mutagenic characteristics. However,
its toxicity is associated with their species, because some present different toxicities.
In this sense, speciation analysis is mandatory for understanding the availability of As
and its effects in different organisms. The most common As species are inorganic
[such as As(lll) and As(V)] and organic [methylated derivatives, e.g. dimethylarsenic
(DMA) and monomethylarsenic (MMA)]. Since speciation analysis requires that the
species be preserved throughout the procedures involved in the analytical sequence,
from the sample preparation up to the detection, several aspects should be carefully
investigated to assure the species preservation. Sample preparation is one of the
most critical steps during analysis, mainly taking into account the factors that may
influence the species stability. In general, extraction methods are used for speciation
analysis, since they show milder conditions regarding to the temperature and
reagents concentration. These extraction procedures can be performed by
conventional extraction (conductive heating and mechanical stirring), microwave-
assisted extraction (MAE), ultrasonic-assisted extraction (UAE), among others.
Although conventional extraction and MAE present widespread use, the application
of ultrasound have not been well studied for As speciation analysis, which generates
a gap in the literature about the effects of this type of energy on As species. In this
work, a critical study was carried out evaluating the main factors that could influence
the species stability and extraction efficiency. Considering the variety of As species in
different types of matrices, samples of algae, rice and fish were chosen for this study,
covering a high as possible number of As species. Some parameters such as type
and concentration of extraction solution, time and temperature of extraction were
evaluated for the extraction efficiency, while the concentration of the extraction
solution and the addition of ions was used to evaluate the stability of As species. It
was observed that the energy source used in the extraction method did not influence
the stability of the species, as well the extraction efficiency. On the other hand, it was
observed that the temperature and extraction time influenced the extraction
efficiency, whereas the concentration of HNO3 as extraction solution, influenced the
extraction efficiency, resulting in the conversion of the unknown As species (named
UK1) present in the algae. After ions addition before extraction, it was observed that
the addition of Fe3* in algae provides the conversion of UK1 species into As(lll) and
As(V) and in rice provides the conversion of As(lll) and DMA into As(V). In addition,
the quantification of As species in the samples was performed using the optimized
extraction conditions for each matrix without species conversion. The limit of
quantification of the method was 0.06 ug g*.

Keywords: Arsenic. Speciation. Species stability. Extraction methods. Samples
preparation.
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1 INTRODUCAO

O As é um elemento considerado téxico, mesmo em baixas concentracdes,
sendo necessario seu monitoramento e controle no ambiente, alimentos e bebidas.
As regulamentacfes acerca desse elemento geralmente tratam de sua concentracéo
total, porém seu efeito toxicologico esta associado com as propriedades fisicas e
quimicas, mobilidade e biotransformacdo de suas espécies. Uma vez que a
toxicidade do As esta relacionada com a sua forma quimica (espécie), estudos que
visam apenas a determinacdo da concentracdo total fornecem resultados menos
relevantes. Dentre as espécies de As, as inorganicas apresentam maior toxicidade
enquanto compostos organicos de As sédo menos tdxicos.!? Dessa maneira, estudos
gue visam a especiacdo de As sao caracterizados como de grande relevancia na
investigacdo de efeitos causados por esse elemento.

Em geral, a andlise de especiacdo requer um método de preparo de amostra
adequado, o qual deve permitir que as espécies ndo sofram conversdes e que sejam
transferidas para uma solucdo compativel com a técnica de quantificacdo. Nesse
sentido, os métodos que atendem essas premissas e empregam condicfes mais
brandas sdo comumente utilizados para extracdo de espécies de As.3*

A utilizacdo de fontes alternativas de energia vem recebendo grande destaque
em diversos ramos da Quimica e os métodos de preparo de amostra também estao
incluidos nesta tendéncia. Dentre essas fontes, podem ser citadas a utilizacdo de
micro-ondas e ultrassom. A radiacdo micro-ondas possui diversas aplicacfes para a
analise de especiacao, ndo apenas de As, mas também para outros elementos como
Hg e Se.>%7 Por outro lado, apesar de ser utilizado com o propdsito de extracéo de
elementos e posterior determinacdo da concentracdo total, o ultrassom tem sido
pouco aplicado para a especiacdo de As, quando comparado com aquecimento
convencional ou por radiacdo micro-ondas.®° Assim, poucos estudos tratam sobre o
efeito do ultrassom na conversdo de espécies, quando esse tipo de energia &
utilizada.

Nesse sentido, o presente trabalho visa realizar um estudo sistematico para
avaliacdo das diferentes formas de fornecimento de energia para extracdo de
espécies de As, combinado a eficiéncia de extracdo proporcionada pelas solucdes
extratoras, além de tracar um paralelo sugerindo condicbes de compromisso ao

avaliar fatores que podem influenciar na conversao das espécies de As.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ARSENIO - CONSIDERACOES GERAIS

O As é um elemento considerado toxico e contaminacdes causadas por ele
ainda sdo uma preocupacao ambiental, uma vez que a exposicdo ao As acontece
principalmente através da ingestdo de &agua contaminada ou de alimentos
acumuladores de As. A exposicdo humana ao As ocorre pelas formas ocupacionais e
ambientais, estando a primeira relacionada a producdo ou transformacbes de
diversos produtos e a segunda a fontes como alimentos, agua, ar e solo.*°

No caso da contaminagcédo ocupacional, esse elemento ocorre habitualmente
em minérios de Au, Pb, Cu e Ni, podendo ser emitido durante processos de
mineracdo ou fundicdo. Por outro lado, a contaminacédo de alimentos por As pode
ocorrer muitas vezes por pesticidas e fertilizantes empregados nas culturas, pois
esses contém elevadas quantidades desse elemento, ou até mesmo pela 4gua de
irrigacéo.®! Embora os pesticidas a base de compostos de As tenham sido
substituidos por outros compostos organicos, ainda € possivel encontrar esse
elemento como contaminante em algumas culturas. Contudo, quando considerados
os alimentos, os de origem marinha sdo responsaveis por cerca de 90% da
exposicdo humana ao As.1°

Quando no organismo humano, o As pode afetar os sistemas neurolégico,
cardiovascular e respiratério, causando diversos problemas de saude e com efeitos
mutagénicos e carcinogénicos. Nesse sentido, existem legislacbes e normativas
quanto a quantidade limite de As em agua e em diversos alimentos. A legislacao
brasileira estabelece como limite maximo para bebidas concentracdes entre 100 e
500 pug Lt de As, estando o limite relacionado com o tipo de bebida, ou até 1 pg g*
para outros alimentos,’?> enquanto para agua potavel o maximo permitido é 10
ug L1.13 Adicionalmente, também existem limites para alimentos especificos quanto
a concentracdo maxima de As, como arroz e derivados (0,3 pug g1), peixe (1 ug g3,
moluscos (1 pug g?), cogumelos (0,3 pug g1), legumes (0,1 pg g1), entre outros.**

Tendo em vista a variedade de espécies de As e, consequentemente, as
diferencas entre as propriedades dos seus compostos de origem natural e
antropogénica, a quimica do As no ambiente (agua, solo ou sedimento) é bastante

complexa. No entanto, sabe-se que a acumulacdo do As em diferentes organismos
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Vivos esta relacionada com o fato de suas propriedades quimicas serem similares as
do N e P, dois elementos que possuem grande participacdo nas rotas metabdlicas
dos seres vivos. Dessa forma, pode ocorrer a substituicdo desses elementos por As
durante os processos metabdlicos. Além disso, o As pode se comportar de forma
similar ao P, contudo em funcdo de seu maior carater metalico, possui menor
tendéncia a formacao de ligacbes covalentes, coexistindo como contaminante em
depositos de fosfatos.t

Ainda, € importante mencionar que o As ndo é um elemento essencial para
processos biologicos. Devido a ndo ter uma rota metabdlica definida no organismo
humano, o As inorganico tende a ser acumulado nos tecidos, devido a sua afinidade
com proteinas e lipidios. Tem-se o0 conhecimento que o As é carcinGgeno para seres
humanos, estando a sua inalagdo ou ingestao associada a canceres de pulmao, pele

e figado.?

2.1.1 Espécies de arsénio

Conforme descrito anteriormente, o As pode ser encontrado em diferentes
formas quimicas, dependendo do meio em que estiver inserido, sendo que sua
toxicidade estara relacionada a forma quimica. De maneira geral, as espécies
organicas de As (0As) possuem menor toxicidade do que as espécies inorganicas de
As (iAs), sendo que as de menor numero de oxidagdo sdo mais toxicas. Por
exemplo, as espécies inorganicas arsenato [As(V)] e arsenito [As(lll)], possuem
maior toxicidade, quando comparadas as espécies organicas como os derivados
metilados. Ou seja, espécies como dimetilarsénio (DMA), monometil arsénio (MMA)
e Oxido de trimetilarsina (TMAQO), possuem menor toxicidade. Cabe mencionar que a
espécie arsenobetaina (AsB), ndo € considerada téxica e € metabolizada pelo
organismo humano, enquanto que a toxicidade de espécies de arsenoacucares
(AsSug) e arsenolipidios (AsLip) ndo esta totalmente elucidada, embora existam
relatos de que também podem ser metabolizadas pelo organismo humano.-%°

As espécies inorganicas de As sdo encontradas principalmente como As(lll) e
As(V), sendo que ambas as espécies podem ser encontradas simultaneamente, com
propor¢do dependente do potencial redox do meio.!! Devido a essa coexisténcia das
espécies iIAs e o equilibrio existente entre elas, muitas vezes a concentracdo de

ambas é tratada como um somatério de As(lll) e As(V), sendo expresso como iAs.6
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Em ambientes aquaticos, a espécie majoritaria € o As(V), mas também podem
ser encontrados As(lll), DMA e MMA. Nesses ambientes, a concentracdo de As total
é tipicamente menor que 10 ug L%, porém devido a bioacumulacéo, a concentracdo
desse elemento em organismos marinhos, pode ser significativamente maior. Assim
como outros elementos toxicos, o As pode ser facilmente bioacumulado em alguns
sistemas marinhos ou em plantas por diferentes vias tréficas, sendo que quanto
mais alto for o nivel na cadeia alimentar, maior serd& a quantidade de As
acumulada.®

Para que ocorra a bioacumulacdo, as espécies iAs sdo convertidas em
espécies 0As pelos organismos marinhos. Por esse motivo, a concentracdo de
espécies organicas, como DMA e MMA, séo relativamente maiores em frutos do mar,
enquanto que espécies como AsSug tem sido identificadas principalmente em algas
marinhas e em animais que se alimentam de algas.'®'” Contudo, a AsB é a espécie
de As mais abundante em animais marinhos. Desse modo, € possivel inferir que a
alimentacdo humana baseada no consumo de alimentos como algas e peixes
bioacumuladores de As é uma das formas mais comuns de ingestéo de As.®

Uma vez que cada estado de oxidacdo/espécie de As possui diferentes
caracteristicas toxicolégicas, a analise de especiacdo desse elemento fornece
informacBes mais detalhadas sobre quais sdo as espécies que 0s seres humanos
estdo expostos, bem como os riscos associados. Por exemplo, no caso de
alimentos, a diferenciacéo entre a concentracdo de espécies iAs e 0As é importante
uma vez que em alguns derivados de peixe, o limite estabelecido pela legislacdo é
ultrapassado. Contudo, o As pode estar presente na forma de AsB, uma espécie
considerada néo téxica.?

O estudo de especiacdo do As, além de fornecer informacBes acerca de
formas toxicas deste elemento, pode contribuir ainda com dados que corroborem
com estudos a respeito do ciclo biogeoquimico marinho do As, da posicao trofica de
espécies marinhas em funcdo das formas quimicas acumuladas nos tecidos das
mesmas, capacidade inerente de biotransformacdo e outras peculiaridades
referentes ao metabolismo desse elemento e suas formas. Diversos estudos
relacionados a especiacdo de As buscam elucidar quais as transformacdes que
ocorrem com essas espécies, conforme o meio ou organismo em estudo.®

Dessa maneira, como a biodisponibilidade e os efeitos fisioldégicos e

toxicologicos do As dependem de sua forma quimica, a especiacdo e as
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transformacdes as quais esse elemento esta sujeito no ambiente assumem grande
importancia. Para a analise de especiacdo sdo empregados diversos métodos, que
tornam possivel a pesquisa quanto a disponibilidade e concentracdo das espécies
em diversos tipos de amostra. Ainda assim, o desenvolvimento de métodos
analiticos que possibilitem a separacdo das espécies da matriz e sua posterior

determinacéo estdo em constante desenvolvimento.819

2.2 PROCEDIMENTOS EMPREGADOS PARA EXTRACAO DE ESPECIES DE
ARSENIO

A andlise de especiacdo possui diversas particularidades quando
considerados os procedimentos analiticos empregados, uma vez que devem ser
considerados fatores que podem acarretar risco de conversao de espécies, devido
ao uso de alguns reagentes ou aquecimento, perda de espécies volateis ou
formacgéo de espécies originalmente ndo encontradas na matriz, entre outros. Logo,
apos a definicdo das espécies a serem estudadas e da escolha da técnica de
guantificacdo, que atenda as necessidades da analise, como concentracdo e
seletividade as espécies, geralmente é necesséaria a escolha de um método de
preparo de amostra adequado.?°

No caso da quantificacdo de espécies de As, esse preparo prévio da amostra
também é requerido, sendo que o método utilizado para a eliminacdo e/ou
separacdo da matriz deve garantir que as espécies sejam preservadas para a
posterior quantificacdo. Por esse motivo, os métodos de extracdo sao bastante
empregados e adequados para essa finalidade, quando comparados com métodos
mais agressivos, como 0s métodos de decomposicdo. Os métodos de extracao
visam a transferéncia das espécies de uma fase para outra. No caso de amostras
soOlidas, através da dessor¢do, difusdo ou solvatacdo, as espécies devem migrar
para uma fase liquida (ou soélida) adequada para a técnica de quantificacédo.3?!
Dentre as alternativas para extracdo, quando utilizada uma fase solida para a
migracao de espécies de As, pode ser citada a utilizacdo da extracdo em fase solida
(SPE).?2%3

Muitos sdo os métodos de extracdo descritos na literatura, onde sao
empregadas diferentes solugdes extratoras, fontes de aquecimento, procedimentos

como as diferentes formas na execucgdo da extragdo, bem como meios de agitacéo,



27

para uma diversidade de matrizes. Quanto as solucdes extratoras, cabe destacar
gue o tipo de solvente é bastante dependente das caracteristicas da matriz, como a
quantidade de gordura ou composic¢do inorganica, sendo que a maioria das espécies
de As, em sua forma solavel, podem ser extraidas simplesmente com H20. Além
dela, misturas de H20 e metanol em diferentes propor¢des e solugbes acidas, como
HNO3z e H3PO4, sdo comumente empregadas.*824

Algumas vezes, a complexidade da matriz ou a interagdo dos compostos de
As com os constituintes dessa acarretam em uma menor eficiéncia da extracdo das
espécies de As presentes. Esses aspectos estdo relacionados diretamente com a
eficiéncia do método de extracdo, assim como fatores como temperatura e tempo de
extracdo. Tanto a eficiéncia de extragcdo do elemento, quanto a recuperacéo
cromatografica, podem ser calculadas em fungdo da concentracdo total, obtida
através de um método de decomposicdo completa da matriz e posterior
determinacdo da concentracdo total do elemento. No caso da especiacdo, 0
conhecimento da concentracdo total é necessario também, pois deve ser
relacionado ao somatério das espécies apds a separacdo e quantificacdo.?® As
equacdes a seguir descrevem como podem ser calculadas a eficiéncia de extracao e

recuperacao cromatografica, ambas em porcentagem.

N . 2 concentracio de cada espécie
Recuperacido cromatografica = ~ x 100
concentracidoe total no extrato

. . concentracao total no extrato
Eficiéncia de extracio = - , — x 100
concentracio total no digerido

Em geral, as extracdes solido-liquido com agitacdo mecéanica ou magnética
apresentam boa eficiéncia, contudo outros métodos de extragdo, como a extracao
assistida por micro-ondas (MAE) e a extragdo assistida por ultrassom (UAE) sé&o
propostos como alternativa para possibilitar condicdes menos morosas. Esses tipos
de energia podem ser utilizados para extracdo, tanto para a quantificacdo da
concentracdo de elementos, quanto para a especiacdo. Nesse sentido, a seguir
estardo descritas as principais caracteristicas das aplicacdes relatadas na literatura

para os principais procedimentos utilizados para extracdo de espécies de As.
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2.2.1 Extracao assistida por micro-ondas

A radiacdo micro-ondas é uma radiacdo que faz parte do espectro
eletromagnético, compreendendo a faixa de frequéncia que varia de 300 MHz a 300
GHz, sendo a frequéncia de 2450 MHz empregada para a fabricacdo de fornos de
uso domeéstico, cientifico ou industrial. As micro-ondas séo radia¢cdes ndo ionizantes
e, em funcédo da sua baixa energia, ndo causam mudancgas na estrutura molecular
da matéria pela acdo da onda, tampouco tem energia suficiente para causar quebra
de ligaces quimicas.?0:2!

Assim como as demais radiacGes eletromagnéticas, as micro-ondas podem
ser descritas em termos de campo elétrico e magnético, estando o aquecimento
relacionado com a orientacdo espacial das moléculas e ions em funcdo do campo
elétrico. O aquecimento utilizando micro-ondas se da devido ao alinhamento dos
polos das moléculas (rotacdo de dipolo) ou movimentacdo dos ions (conducao
ibnica) em funcdo do campo elétrico aplicado. Como ocorre a oscilagdo do campo
elétrico na frequéncia da radiacdo, as moléculas e ions alteram novamente sua
orientacdo constantemente, logo ocorre a dissipacdo da energia na forma de calor
na solucao devido a resisténcia do meio a essa movimentacéo das moléculas e ions.
Em funcdo desse mecanismo de aquecimento, onde a absor¢do de energia ocorre
diretamente pelo material que esta sendo irradiado, pode-se considerar que o
aguecimento é mais homogéneo em relacdo ao aquecimento em sistemas por
convecgao.?02!

A radiacdo micro-ondas pode ser utilizada de diferentes maneiras, sendo que
os sistemas disponiveis comercialmente possuem diversas configuracdes, desde os
tipos de frascos que podem ser utilizados até a forma como a radiacdo € aplicada.
No caso do emprego da MAE, devem ser tomados 0s mesmos cuidados que citados
anteriormente quando a estabilidade e conversdo das espécies. Adicionalmente, a
escolha das solucbes extratoras € dependente da sua interacdo com a radiacéo
micro-ondas, devido aos fenémenos de conducéo idnica e rotacdo de dipolos.?02!

Em fungdo das suas caracteristicas, a radiacdo micro-ondas € amplamente
utilizada para a extracdo de espécies de As, onde diferentes instrumentos estao
disponiveis. Geralmente, fatores como temperatura, poténcia de irradiacao aplicada
e tempo de exposicdo a radiacdo podem ser avaliados e otimizados para uma

melhor eficiéncia da MAE. A maioria dos procedimentos empregados consiste na
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pesagem da amostra para o frasco do equipamento de micro-ondas, adicdo de
solucéo extratora e posterior irradiacdo. Em alguns casos, ao final da extracdo, os
extratos precisam passar por uma etapa de clean-up previamente a determinacéo. A
MAE apresenta algumas vantagens como eficiéncia, reprodutibilidade, tempo
reduzido de extracdo e seguranca, sendo os dois primeiros fatores bastante criticos

para a andlise de especiacéo.?°2!

2.2.2 Extragé&o assistida por ultrassom

O ultrassom representa as ondas sonoras que possuem frequéncias maiores
que 20 kHz, estando compreendidas acima do limite da audicdo humana. Essa onda
mecanica se propaga em meios materiais, em ciclos consecutivos de compresséo e
rarefacdo, sendo necessario que o meio possua propriedades elasticas. A geracao
das ondas ultrassbnicas € feita por dispositivos chamados transdutores
eletromecanicos baseados no efeito piezoelétrico inverso, onde energia elétrica é
convertida em energia mecanica, gracas a ciclos de expansao e contracdo de um
cristal piezoelétrico.?526:27

Relacionado com as aplicacfes na area da Quimica, o ultrassom desperta
interesse nas pesquisas pois as ondas interagem com bolhas presentes no liquido. A
cavitacdo acustica é caracterizada pela formacao, crescimento e implosao de bolhas
de gases e vapores, sendo que a implosdo gera condicbes de temperatura e
pressdo pontuais elevadas, além de proporcionar colisdes em alta velocidade entre
particulas. Essas caracteristicas acabam por possibilitar uma gama de aplicacées,
em funcdo das suas consequéncias, como geracdo de espécies radicalares,
microjatos, emissao sonoluminescente de luz, turbuléncia, entre outros.
Adicionalmente, os microjatos gerados no colapso da bolha de cavitacdo, quando
em contato com a superficie sélida, causam erosdo e fragmentacdo dessa
superficie, auxiliando nos processos de transferéncia de massa e a melhora na
eficiéncia de extracdo.?526:28

O emprego do ultrassom no preparo de amostras ou extracdo de elementos
de diferentes tipos de matrizes tem sido reportado por diferentes autores, com
diversas aplicacdes para esse tipo de energia.?® Dentre as vantagens a serem
citadas no emprego do ultrassom, merecem destaque as diferentes formas de

aplicacao da energia, onde podem ser utilizados sistemas como banho de ultrassom,
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sonda ou cup horn, o maior fornecimento de energia ao sistema, utilizacdo de
elevada massa de amostra, utilizagdo de H20 ou reagentes diluidos como solug¢des
extratoras, e uso de sistemas que operam em condi¢cdes de pressdo ambiente e
temperaturas moderadas (entre 25 e 100 °C). Adicionalmente, essa energia €
considerada ambientalmente limpa.?°

Quando considerada a UAE, cabe destacar que os fenbmenos relacionados a
cavitacdo podem contribuir para uma melhor eficiéncia de extracdo, uma vez que as
condigbes geradas podem acarretar uma maior interagdo entre a fase liquida e a
sélida pela geracdo de microjatos, maior turbuléncia do meio e até mesmo uma
maior homogeneidade. Tendo isso em vista, a aplicacdo desse tipo de energia é
viavel para a extracdo de elementos visando sua quantificagcdo, bem como para a
andlise de especiagéo.

A UAE tem sido utilizada em alguns trabalhos para especiacdo de As, como
mostrado na Tabela 1. Nesses trabalhos, geralmente foram analisadas amostras
biolégicas ou geoldgicas, com massa de amostra entre 0,075 e 1 g. As solucbes
extratoras utilizadas comumente (H3PO4, HNO3 e H20) séo as mesmas que quando
utilizados outros métodos de extracdo, como MAE ou aquecimento convencional.
Ainda sobre os trabalhos referidos na Tabela 1, é importante ressaltar que muitos
deles ndo abordam ou avaliam fatores como amplitude, frequéncia e poténcia dos
sistemas de ultrassom utilizados. Logo, cabe destacar que a maior variagao da UAE
decorre da forma como a energia € aplicada, uma vez que sao utilizados diferentes
aparatos, como banho de ultrassom e sonda, diferentes faixas de poténcia e de
amplitude, tempo de extracdo e procedimentos empregados, sendo que em alguns
casos é até mesmo feita a combinagdo com a MAE.3

Em contrapartida, apesar desses estudos mostrarem aplicacfes satisfatérias
da UAE para posterior especiacdo de As, poucos deles relatam a possivel converséo
das espécies nos meios de extracdo, bem como quais fatores poderiam causar este
efeito. Nesse sentido, apesar da viabilidade da UAE para especiacdo de As,
algumas investigacdes cuidadosas se fazem necessarias para entender como esse
tipo de energia pode influenciar na estabilidade e conversdo de algumas espécies.
Uma vez que a cavitagcdo e os microambientes de alta pressdao e temperatura
gerados podem promover a formacéo de espécies intermediarias altamente reativas,

podendo ser gerado um ambiente favoravel para a converséo das espécies.??
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Adicionalmente, o efeito da presenca de outros elementos também merece
atencdo, uma vez que, frente a acédo do ultrassom e o ambiente gerado em funcéo
da propagacao desse tipo de energia, as condi¢cdes redox do meio podem ser
alteradas, influenciando na preservacdo das espécies de As, gerando conversdes
indesejadas. Dessa maneira, é essencial que sejam feitos estudos sistematicos
sobre o emprego da UAE visando compreender a influéncia do ultrassom e como as

alteracdes do meio podem acarretar alteracdes das espécies de As.



Tabela 1 - Utilizagdo da UAE para posterior especiacao de As.

(continua)
Amostra Espécies Condicdes de extracao Condicdes do ultrassom Tecmga d% Referéncia
determinacéo
Sedimento de As(lll), As(V), 1 g de amostra + 10 mL de H20 Sonda (100 W, 20 kHz, 30%) LC-HG-AFS 30
rio DMA e MMA destilada ou tampé&o fosfato por 1 min
Vegetais As(ll1), As(V), 1 g de amostra + 10 mL de H3PO4 1 Banho por (50 W, 50 Hz) HG-AFS 31
DMA e MMA mol Lt e Triton XT-114 0,1% (m/v) 10 min
Cogumelo As(lll) e As(V) 1 g de amostra + 10 mL de HsPOa4 Sonda (50 W, 50 kHz) por HG-AFS 32
1 mol Lt com Triton X-100 0,1% (v/v) 10 min
Alho As(lll) e As(V) 0,1 g de amostra + 10 mL de H2SO4 Sonda (600 W, 40 kHz) por 10 GF AAS 33
1,0 mol L min
Frango, arroz, As(lll), As(V), Frango: 0,15 g de amostra + 15 mg de  Sonda (30%) por 4 min para LC-ICP-MS 34
peixe e solo DMA, MMA e protease + 3 mL de H20 frango, 3 min para arroz, 1
AsB min para peixe e 1 min (2
Arroz: 0,3 g de amostra + 3 mL de etapas de 30 s) para solo
H20 + 10 mg de a-amilase +
30 mg de protease
Peixe: 0,1 g de amostra+ 5 mL de H20
Solo: 0,1 g + 10 mL de H3sPO4 1 mol L
Tecido de As(lll), As(V), 0,2 g de amostra + 10 mL de Radiacdo micro-ondas (100 LC-UV-HG-AFS 35

frango DMA, MMA e metanol:Hz20 1:1 (v/v) W) por 4 min e posterior
AsB Sonda (50 W) por 3 min




Tabela 1 - Utilizacdo da UAE para posterior especiacao de As.

(continuacéo)

Amostra Espécies Condic8es de extragao Condic8es do ultrassom dTecmpa d? Referéncia
eterminacédo
Solo As(ll1), As(V), 0,2 g de amostra + 25 mL de acido Sonda (20 kHz, 20%) por LC-HG-AAS 36
DMA e MMA pentético 5 mmol L 10 min
Arroz e As(Ill), As(V), 1 g de amostra + 10 mL de H3PO4 Sonda (50 W, 50 Hz) por HG-AFS 37
cereais DMA e MMA 1 mol L e Triton XT-114 0,1% (m/v) 10 min
Trigo e As(lll), As(V), Procedimento A: 0,35 g de amostra + Procedimento A: Banho LC-ICP-MS 38
produtos DMA e MMA 5 mL de metanol:H20 1% (v/v) (50 °C) por 2 h, procedimento
derivados repetido 5 vezes e mais uma
Procedimento B: 0,35 g de amostra + etapa overnight sob agitacdo
10 mL de H20 &agua e sonicacao
Procedimento B: Sonda
(90 - 95 °C), procedimento
repetido 3 vezes
Arroz, arroz As(Ill), As(V), Arroz e casca de arroz: (etapa 1) 0,3 g Arroz, casca de arroz e palha: LC-ICP-MS 39
com casca, DMA, MMA e de amostra + 10 mg de a-amilase + sonda (30%) por 1 min (etapa
palhae solo  AsB 3 mL de H20 (etapa 2) + 30 mg de 1) e sonicacao por 2 min
protease (etapa 2)
Palha: (etapa 1) 0,1 g de amostra + Solo: Sonda (30%) por 30 s
10 mg de a-amilase + 3 mL de H20
(etapa 2) + 30 mg de protease
Solo: 0,1 g + 5 mL de H3PO4 1 mol L
Arroz As(l11), As(V), 0,3 g de amostra + 10 mg de a-amilase Sonda (30%, 25 °C) por 1 min LC-ICP-MS 40
DMA e MMA + 3 mL de H20 (etapa 1) e 30 mg de (etapa 1) e por 2 min (etapa

protease (etapa 2)

2)

33



Tabela 1 - Utilizacdo da UAE para posterior especiacao de As.

(concluséo)

Amostra Espécies Condic8es de extracao Condig8es do ultrassom dTecmga d? Referéncia
eterminacao
Rocha As(Ill) 1 g de amostra + 10 mL de H20 Sonda (20 kHz, 200 W cm-?) HG AAS 41
por 5 min. O procedimento foi
repetido com o residuo 17
vezes
Cabelo As(ll1), As(V), 0,075 g de amostra + 3 mL de CH20s3 Sonda (30%) por 5 min LC-ICP-MS 42
DMA e MMA ou enzimas lipase e protease em meio
aquoso
Frutos do mar As(lll), As(V), 0,25 g de amostra + 7,5 mL de solugdo Banho (35 kHz, 40 °C) por LC-ICP-MS 43
DMA, MMA, AsB aquosa (pH = 3) contendo 75 mg de 5 min
e AsC pepsina
Fertilizantes  As(lll) 0,1 g de amostra + 10 mL de HNO3 Banho (40 kHz) por 35 min HG AAS 44
fosfatados 6,5 mol L1 + 10 mL de Triton X-114
0,35% (m/v)
Alimento As(lll), As(V), 0,25 - 0,5 g de amostra + 5 mL de HClI  Banho (35 kHz) em 2 etapas HG-CT-AAS 45
infantil DMA e MMA 3 mol L1 de 15 min cada
Arroz e peixe  As(lll), As(V), 1 g de amostra + 10 mL metanol:H20 Banho por 20 min, LC-ICP-MS 46
DMA, MMA e 1:1 (viv) procedimento repetido 3
AsB vezes
Cogumelo As(ll), As(V), 0,2 g de mostra + 5 mL de H20 Banho (60 °C) por 30 min LC-ICP-MS 47
DMA, MMA e
AsB
Cogumelo As(ll1), As(V), 2 g de amostra + 30 mL de CHsCOOH Banho (300 W, 60 °C) por LC-ICP-MS 48

DMA, MMA, AsB

e AsC

0,3 mol L1

10 min, procedimento
repetido 2 vezes
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2.3 TECNICAS ANALITICAS PARA DETERMINACAO DE ESPECIES DE ARSENIO

Diversas técnicas analiticas podem ser utilizadas para a quantificagcéo total de
elementos, uma vez que conhecer a concentracdo de elementos toxicos ou
essenciais presentes em alimentos, farmacos, materiais, entre outros, é uma
informacéo relevante em diversas areas. Por outro lado, a andlise de especiacao
também é importante nesse contexto, pois fatores como toxicidade, mobilidade
quimica, biodisponibilidade e bioacumulacdo estdo relacionados com as espécies
quimicas.? Logo, sdo necessdarias técnicas que possibilitem a separacdo e
guantificacdo das espécies com exatidao e precisdo aceitaveis. Ademais, no caso do
As, outro ponto fundamental da andalise de especiacdo envolve a identificacdo de
espécies de As pouco conhecidas como, por exemplo, espécies de AsSug e AsLip.*°

Nesse sentido, diferentes técnicas sdo empregadas para a especiacdo de As,
sendo que algumas delas possibilitam apenas a quantificacdo de espécies
conhecidas, com base em solucdes de referéncia contendo tais espécies. Para isso,
podem ser utilizadas técnicas nao-cromatogréficas, como espectrometria de
fluorescéncia atdbmica (AFS)°°5! e espectrometria de absorcdo atdmica (AAS),>? ou
técnicas cromatograficas, como cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (GC-ICP-MS)% e eletroforese capilar
acoplada a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (CE-ICP-
MS).> Ainda, dentre as técnicas cromatograficas, a mais utilizada e descrita na
literatura para a especiacdo de As € a cromatografia a liquido acoplada a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS).1855 A
seguir serdo discutidos os principais aspectos dessa técnica comumente utilizada
para a analise de especiacao de As, bem como suas vantagens e desvantagens.

2.3.1 Cromatografia a liguido acoplada a espectrometria de massa com plasma

indutivamente acoplado

A andlise de especiacdo requer que a instrumentacdo analitica proporcione
alta sensibilidade, bem como boa seletividade. Como muitas das técnicas propiciam
a deteccdo em baixas concentragcdes, porem de forma néo seletiva, a utilizacdo de

técnicas hifenadas, onde a instrumentacdo permite o acoplamento de uma técnica
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de separacdo ao instrumento de deteccdo, como a LC-ICP-MS, a identificacdo e
guantificacéo de diversas espécies acaba sendo possivel.*®

A LC é bastante versatil para a separacdo de espécies de As, pois possibilita
a utilizacdo de diferentes mecanismos de separagdo, como fase reversa,
pareamento iGnico ou troca ibnica, neste Ultimo podendo ser utilizados tanto
mecanismo de troca catidnica, quanto anidnica.>®> Além disso, o acoplamento entre a
coluna cromatogréafica e o sistema de introducdo de amostra do equipamento de
ICP-MS, comumente a nebulizacdo pneumatica, é bastante simples. A saida da
coluna pode ser conectada diretamente ao nebulizador para a formacéo do aerossol,
sendo necessario apenas o0 ajuste adequado entre as vazdes da bomba de
administracdo da fase moével e do gas de nebulizacdo do espectrémetro, para
possibilitar a formacdo adequada do aerossol para introducdo no plasma.84°

A LC-ICP-MS é empregada para a separacao e quantificacdo de espécies de
As em diferentes matrizes, desde agua até organismos marinhos. Como vantagens,
além do acoplamento simples entre a técnica de separacado e detec¢cdo, podem ser
citados os baixos limites de quantificacdo (LOQ) alcancados (da ordem de ng g*?),
instrumentacdo comercialmente disponivel e amplamente aplicada para esse tipo de
analise, tempos de separacdo cromatografica geralmente inferiores a 20 min,
possibilidade de eluicdo isocratica, entre outras. Em contrapartida, como
desvantagem, pode ser citada a dificuldade de identificar espécies desconhecidas,
uma vez que sdo necessarias solucdes de referéncia para conhecer o tempo de
retencdo (tr) das espécies. Como exemplo, podem ser citadas espécies como
AsSug e AsLip para as quais ndo ha solucbes de referéncia disponiveis
comercialmente. Adicionalmente, quando utilizada a LC-ICP-MS, em virtude de a
fonte de ionizacdo ser bastante energética e, na maioria das aplicacbes, o
espectrometro de massa ser de baixa resolucdo, a identificacdo de espécies

desconhecidas fica inviavel.184°
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3 OBJETIVO

Esse trabalho tem como objetivo geral avaliar quais condigbes de extracao
sdo adequadas para diferentes tipos de matriz, com garantia de estabilidade das
espécies de As durante o preparo de amostra.

Como objetivos especificos, podem ser destacados:

e Comparar as diferentes fontes de energia utilizadas para aguecimento nos
procedimentos de extracao.

e Tracar um paralelo sugerindo condicdes de compromisso ao avaliar fatores
gue podem influenciar na conversao das espécies de As.

e Avaliar a viabilidade da UAE para especiacdo de As e como esse tipo de
energia pode influenciar na estabilidade e conversdo de algumas espécies.

e Avaliar o efeito da presenca de outros elementos (concomitantes) na

estabilidade das espécies de As.
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4 MATERIAIS E METODOS

A sequir, serdo descritos os equipamentos, reagentes e materiais utilizados
para os experimentos desenvolvidos para esse trabalho. Cabe destacar que, no
periodo em que foram feitos 0s experimentos, ocorreram pausas para manutencao
necessaria nos instrumentos de ICP-MS, necessitando o uso de dois equipamentos
distintos. Para o melhor entendimento, principalmente nos casos de acoplamento
entre as técnicas de LC e ICP-MS, no decorrer da discussédo dos experimentos sera
informado qual equipamento foi utilizado. Adicionalmente, em alguns casos, as
condicBes de separacdo cromatografica, sobretudo a concentracéo da fase mével e
tempo de separacdo cromatogréafica otimizados, foram alteradas em virtude da perda
de eficiéncia de separacdo das colunas de troca anidnica utilizadas, estando essas

modificacdes descritas ao longo da discussado dos experimentos.

4.1 INSTRUMENTACAO

A gquantificacdo dos elementos para a caracterizacdo das amostras foi feita
pela técnica de ICP-MS. Para tanto, foram utilizados dois instrumentos de ICP-MS,
modelos NexION 300X e ELAN DRC Il (PerkinElmer), os quais serdo denominados
ao longo do texto como NexION e ELAN. Os is6topos monitorados foram: 10°Ag,
5As, 137Ba, 209Bj 79Br, 12Cd, 35CI, 59Co, 53Cr, 65Cu, 27|, 55Mn, %Mo, 62Ni, 208Pb,
123gp, 8Se, 1209n, 5V e %7Zn. Ambos equipamentos estavam equipados com
nebulizador concéntrico (Meinhard), camara de nebulizacdo ciclénica, tocha e tubo
injetor de quartzo com 2 mm d.i. (PerkinElmer). A poténcia do gerador de
radiofrequéncia 1300 W e a vazdo do gas auxiliar foi 1,2 L mint. A vazédo do gas
principal foi de 18 e 15 L min! para os equipamentos NexION e ELAN,
respectivamente. A vazdo do gas de nebulizagdo sempre foi ajustada quando
necessario em funcdo das condicbes de operacdo do equipamento, variando entre
0,94 e 1,18 L min'! para ambos os equipamentos.

Um espectrbmetro de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado
(Optima 4300 DV, PerkinElmer) também foi utilizado para a quantificagdo. Os
seguintes elementos, e seus respectivos comprimentos de onda, foram monitorados:
Al 396,153 nm, Ca 422,673 nm, Fe 239,262 nm, K 766,490 nm, Mg 285,213 nm, Na
589,592 nm, P 213,617 nm, S 181,975 nm e Sr 421,552 nm. O equipamento foi
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operado com vista axial, equipado com um nebulizador do tipo GemCone® acoplado
a uma camara de nebulizacdo ciclénica (PerkinElmer). As vazfes dos gases
principal, auxiliar e de nebulizacéo foram de 15, 0,2 e 0,70 L min-l, respectivamente,
com poténcia do gerador de radiofrequéncia em 1400 W.

As espécies de As foram separadas e quantificadas mediante o acoplamento
LC-ICP-MS. Quando utilizado o equipamento NexION, foi utilizado um sistema
composto por uma bomba quaternaria para LC e um degaseificador a vacuo (modelo
Flexar LC Pump, PerkinElmer). Para o equipamento ELAN, a separacdo das
espécies de As foi feita através de um sistema também composto por uma bomba
guaternaria para LC (modelo Series 200 LC Pump, PerkinElmer) e um
degaseificador a vacuo (modelo Series 200 Vacuum Degasser, PerkinElmer). Ambos
sistemas foram equipados com uma valvula injetora Rheodyne e uma alca de
amostragem de poli(éter éter cetona) (PEEK) com capacidade de 200 pL.

Para a separacdo de espécies foram utilizadas colunas (Hamilton) de troca
anidnica PRP-X100 (250 x 4,1 mm, 10 ym de didmetro de particula) e de troca
catibnica PRP-X200 (150 x 4,1 mm, 10 um de diametro de particula). O material da
coluna de troca anidnica é composto por poli(estireno-divinilbenzeno) (PS-DVB) com
grupos funcionais trimetilaménio, enquanto que o material da coluna de troca
catibnica € composto por PS-DVB com grupos funcionais &cido sulfénico. A injecéo
das solugdes de referéncia e amostras foi feita com uma seringa de vidro (Hamilton,
EUA) com capacidade para 1,25 mL. A saida da coluna cromatografica foi acoplada

diretamente ao nebulizador do equipamento de ICP-MS.

4.2 REAGENTES

Todas solucbes e reagentes foram preparados mediante diluicdo ou
dissolucdo em agua ultrapura, obtida através de destilacdo, deionizacdo em coluna
de troca iGnica e osmose reversa em sistema Milli-Q (Millipore), com resistividade
final de 18,2 MQ cm. O HNOs (65% m/m, Merck) utilizado para preparo das solucdes
extratoras, decomposicdo das amostras e preparo de solu¢des de referéncia foi
purificado em sistema de sub-ebulicdo (modelo duoPUR 2.01E, Milestone).

Para o preparo das curvas de calibragdo foi utilizada uma solugéo
multielementar (SCP33MS, PlasmaCAL), solu¢ées monoelementares de F, Cl, Br e |

(preparadas a partir da dissolu¢éo dos respectivos sais de sodio, Merck) e solugbes
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das espécies de As(lll) (NaAsOz2, Merck), As(V) (As20s.xH20, Sigma-Aldrich), DMA
(C2HsAsO2Na, Sigma Aldrich), MMA (CHsAsOs, doado pelo Prof. Dr. Jorg Feldmann
da University of Aberdeen, Aberdeen, Escécia) e AsB (C3HsAsCH2COOH, doado
pelo Prof. Dr. Walter Goessler da University of Graz, Graz, Austria).

Além de HNOs e agua, também foram avaliados como solugdes extratoras
HsPO4 (85% m/m, Merck) na concentragdo 1,0 mol L't e metanol (99% m/m, Merck),
na propor¢cdo metanol:H20 1:1 (v/v). As fases moéveis avaliadas foram preparadas
pela dissolugcdo dos sais de NH4H2PO4 (Merck), (NH4)2HPO4 (Vetec) e NH4COs3
(Sigma-Aldrich) em agua ultrapura, enquanto que a piridina (Merck) foi diluida em
agua ultrapura. O ajuste do pH foi feito com soluc¢des na concentracdo de 50% (v/v)
de HNOs ou NH40OH (28 - 30% v/v, Merck).

4.3 MATERIAIS DIVERSOS

As amostras foram pesadas em uma balanca analitica (modelo AY220,
Shimadzu do Brasil), com resolucdo de 0,0001 g e carga maxima de 220 g. Para a
filtracdo dos extratos foram utilizadas seringas de polipropileno pulverizadas com
polietileno, com volume de 5 mL (B. Braun Melsungen AG) e filtros de nylon (N66)
com poro de 0,45 um (Macherey-Nagel). Todos os extratos foram centrifugados
previamente a etapa de filtragdo utilizando uma centrifuga (modelo Q222T208,
Quimis Aparelhos Cientificos LTDA). O aquecimento das amostras em banho-maria
foi feito com o auxilio de uma chapa de aquecimento (modelo Are heating magnetic
stirrer, VELP Scientifica). O monitoramento da temperatura dos extratos e do banho-
maria foi feito com o auxilio de um termémetro digital (modelo AKO5, AKSO Produtos
Eletronicos).

O ajuste do pH das fases moveis foi feito utilizando um potencidémetro digital
(modelo 781 pH/lon Meter, Metrohm) equipado com um eletrodo combinado de pH
para meio aquoso (modelo 6.0262.100, Metrohm). A determinacdo de F foi feita
utilizando o mesmo potencidmetro, porém equipado com um eletrodo ion seletivo
para fluoreto (modelo 6.502.150, Metrohm). Nas determinacgdes feitas por ICP-OES
e ICP-MS foi utilizado Ar com 99,998% de pureza (Air Liquide), como gas do plasma,

auxiliar e de nebulizacao.
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4.4 AMOSTRAS E PRE-TRATAMENTO

As amostras de arroz integral (longo fino, tipo 1) e de peixe (espécie cacdao,
nome popular dado ao tubardo para fins comerciais) utilizados nesse trabalho foram
adquiridas no comércio da cidade de Santa Maria - RS. A amostra de alga Nori
(desidratada) para sushi (originada da China) foi adquirida em uma loja virtual
especializada em alimentos orientais.

A moagem do arroz foi feita utilizado um moinho de bolas (modelo PM 200,
Retsch GmbH Hann) equipado com frascos recobertos com ZrO2, com volume
interno de 50 mL e esferas de ZrO2 de 20 mm. A amostra de peixe foi cortada com o
auxilio de uma faca de aco inoxidavel e liofilizada (liofilizador modelo LH 2000/3,
Terroni Equipamentos LTDA) por um periodo de 7 dias, necesséario para perda da
umidade da amostra, a uma temperatura de -5 °C. A amostra de alga foi adquirida
desidratada, sendo as folhas cortadas manualmente em pedacos menores. As
amostras de alga e peixe foram moidas em moinho criogénico (Freezer Mill modelo
6750, Spex CertPrep), resfriado com Ar liquido. O programa de moagem para esse
procedimento foi de 3 min de congelamento e 3 min de moagem.

Apdés a moagem, as amostras foram peneiradas em um tamisador
eletromagnético (Bertel Industria MetallUrgica LTDA) equipado com peneiras com
aberturas de 45 a 840 um para separacgdo de acordo com o tamanho de particula. As
peneiras foram encaixadas nas hastes do equipamento e a quantidade total de cada
amostra foi colocada na peneira superior. A agitacdo foi mantida por 20 min e,
posteriormente, a quantidade de amostra final em cada peneira foi coletada e
pesada.

Adicionalmente, ap0s a etapa de moagem, as amostras foram caracterizadas
por microscopia eletrénica de varredura (MEV) utilizando um microscopio eletrdnico
de varredura (Sigma 300 VP, Carl Zeiss) com filamento de emissao por campo do
tipo Schotky (filamento de tungsténio recoberto com oOxido de zirconio), equipado
com coluna Gemini (Carl Zeiss). Para obtencdo das imagens da superficie das
amostras foi utilizado o detector de elétrons secundarios no modo de alto vacuo.
Apés os procedimentos de extracdo, o material solido que decantou na etapa de
separacdo do sobrenadante foram separados e secos para também serem
caracterizados por MEV, a fim de observar eventuais alteragbes na estrutura das

particulas das amostras em funcéo das diferentes formas de extracao.
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4.5 SISTEMAS UTILIZADOS PARA EXTRACAO DAS ESPECIES DE ARSENIO

Os experimentos envolvendo UAE foram feitos empregando dois sistemas de
ultrassom. Foram utilizados i) um banho de ultrassom (modelo TI-H-10, Transsonic,
Elma GmbH&Co0) com controle de temperatura e poténcia efetiva de 200 W,
frequéncia de 35 ou 130 kHz e volume de 8,6 L e ii) um cup horn (Sonics and
Materials Inc.) com 165 mm de altura, 85 mm de diametro externo, 76 mm de
diametro interno, acoplado ao gerador de 20 kHz e 750 W, com cuba de vidro. A
temperatura no sistema cup horn foi controlada com um banho termostatico (modelo
MTC 110 Plus, Servylab Equipamentos e Moveis para Laboratérios LTDA) com
circulagdo de agua, com controle de temperatura entre -3 a 110 °C. A sonda utilizada
para o sistema cup horn foi resfriada pela passagem de ar comprimido durante os
experimentos para evitar superaquecimento do sistema. Para avaliacdo dos efeitos
da agitacdo no meio, proporcionados pelo ultrassom, também foi avaliado um
sistema de agitacdo mecanica para extragdo convencional. Para isso, foi utilizada
uma incubadora (modelo TE-420, Tecnal Equipamentos Cientificos), operando a
uma velocidade de 250 rpm e temperatura de 55 °C (temperatura maxima de
operacédo do sistema).

Todas as extracbes empregando extracdo convencional (empregando
aguecimento condutivo e agitacdo mecanica) e UAE tiveram a temperatura
monitorada com termometro digital. Essas extracdes foram feitas em frascos de
polipropileno com fundo cénico com volume de 50 mL (Sarstedt AG & Co), sendo as
amostras pesadas diretamente nos frascos. Para extracdo convencional, os frascos
foram fixados na incubadora com ajuda de suportes adaptados na prépria
incubadora, enquanto para a UAE, os frascos foram posicionados com o auxilio de
suporte universal e garras, sendo os frascos alocados sempre na mesma posi¢cao e
altura.

Para a extracdo por MAE, foi utilizado o sistema Multiwave Pro (Anton Paar)
equipado com 4 frascos de quartzo com 80 mL de capacidade, com temperatura e
pressdo maximas de 250 °C e 80 bar, respectivamente. Para esses experimentos a

amostra foi pesada diretamente dentro dos frascos de quartzo.
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4.6 PROCEDIMENTOS UTILIZADOS PARA PREPARO DE AMOSTRA

4.6.1 Procedimentos empregados para extracao de As por extracao
convencional, MAE e UAE

Para as extracbes utilizando extracdo convencional (empregando
aguecimento condutivo e agitacdo mecéanica) e UAE as amostras foram pesadas
diretamente nos frascos de polipropileno, seguido da adicdo de 10 mL da solucéo
extratora. Previamente a extracdo, esses frascos foram submetidos ao aquecimento
em banho-maria até atingir a temperatura desejada para a extracdo. A seguir, 0S
frascos foram transferidos para os sistemas de banho de ultrassom, cup horn ou
incubadora. Apds o tempo de extracdo, os frascos foram retirados dos sistemas e
avolumados a 25 mL com agua.

Para a MAE, as amostras foram pesadas diretamente nos frascos de quartzo
e apbs a adicdo de 10 mL da solucdo extratora, os mesmos foram fechados e
submetidos ao programa de irradiacdo (Tabela 2) no forno de micro-ondas. E
importante salientar que no caso da MAE, além do tempo de extracdo, foi necessario
um tempo inicial de 2 min e 30 s para que a temperatura (indicada pelo sensor do
forno de micro-ondas), 75 ou 85 °C, fosse atingida em todos os frascos. Nesse
sentido, o tempo total de irradiacdo foi 2,5 + t min, onde t é o tempo de extracdo
avaliado ou otimizado para cada uma das amostras. Ao final do programa e
resfriamento do sistema, os extratos foram coletados e avolumados a 25 mL com
agua. Os frascos utilizados para MAE foram descontaminados com HNOs
concentrado previamente a realizagdo de nova extracdo, sendo aplicado o programa
de irradiagcdo por 10 min a 1000 W e 20 min a 0 W (resfriamento). Apdés a
descontaminacédo, os frascos foram lavados com &gua ultrapura e secos com ar

comprimido.
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Tabela 2 - Programa de irradiacao utilizado para MAE.

Etapa Poténcia (W) Tempo de permanéncia (min) Exaustao
1 900 2,5+t FAN 1
2* 0 Até atingir 50 °C FAN 3

t: tempo de extracdo; onde t = 2,5 min para alga e peixe, e t = 20 min para arroz.
* Etapa de resfriamento

Apoés todos os procedimentos de extracdo, 0s extratos ficaram em repouso
por pelo menos 30 min, para que o material sélido (amostra) decantasse. Cabe
destacar que esse tempo de decantacdo foi necesséario devido a dificuldade na
separacdo entre o solido e o liquido, mesmo podendo acarretar interpretacéo
errbnea dos resultados uma vez que o extrato ficou em contato com o soélido por
mais tempo do que aquele estabelecido para a extragdo. Com o auxilio de uma
seringa, cerca de 15 mL do sobrenadante foram transferidos para outro frasco e
centrifugados por 5 min a 1000 g. Os extratos centrifugados foram filtrados em filtros
com poros de 0,45 um, foram transferidos para outro frasco, sendo estes mantidos

refrigerados apds esse procedimento até a etapa de medicéo.

4.6.2 Decomposic¢ao assistida por radiagdo micro-ondas

O sistema Multiwave Pro, utilizado para as extracées por MAE, também foi
utilizado para a decomposicado assistida por micro-ondas (MAD) para posterior
determinacdo de As total e de outros elementos. Cerca de 500 mg das amostras
foram pesadas diretamente para os frascos, seguido da adicdo de 6 mL de HNOs
concentrado. Apds o fechamento, os frascos foram posicionados no rotor, o qual foi
inserido na cavidade do forno de micro-ondas, onde foi aplicado o programa de
irradiacdo descrito na Tabela 3. Ao final desse programa, os digeridos foram
coletados e avolumados a 25 mL com &gua. ApGs a etapa de decomposi¢do, 0

sistema foi descontaminado como descrito no item 4.6.1.
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Tabela 3 - Programa de irradiacao utilizado para a decomposicédo das amostras por
MAD.

Etapa Poténcia (W) Rampa (min) Tempo de permanéncia (min) Exaustao
1 900 10 20 FAN 1
2* 0 - Até atingir 50 °C FAN 3

Taxa de aumento de pressao: 0,8 bar s'1; temperatura maxima: 280 °C; pressdo maxima: 80 bar.
* Etapa de resfriamento

4.6.3 Combustao iniciada por micro-ondas

Visando a determinacao de Cl para avaliagédo de interferéncia desse elemento
na determinacdo de As pela técnica de ICP-MS, as amostras também foram
decompostas utilizando combustdo iniciada por micro-ondas (MIC) no sistema
Multiwave Pro. Foram feitos comprimidos das amostras com massa de cerca de 500
mg com o auxilio de uma prensa hidraulica (modelo Hydraulic Press, Specac), por 1
min a 3 ton. Os comprimidos foram alocados juntamente com um papel filtro (cerca
de 15 mm de diametro) na base do suporte de quartzo, sendo o papel umedecido
com 50 pL de uma solucéo de NH4NOz 6 mol L. O suporte, contendo o papel filtro e
o comprimido da amostra, foi inserido dentro de um frasco de quartzo onde foram
adicionados, previamente, 6 mL de solucdo absorvedora (NHsOH 100 mmol L*).
Apos o fechamento dos frascos, esses foram acomodados no rotor e pressurizados
com O2 (99,5%, White Martins/Praxair) a 20 bar. O rotor foi entdo colocado na
cavidade do forno micro-ondas e iniciado o programa de irradiagcdo, como mostrado

na Tabela 4.

Tabela 4 - Programa de irradiacao utilizado para a decomposicédo das amostras por
MIC.

Etapa Poténcia (W) Tempo de permanéncia (min) Exaustao
1 900 5 FAN 1
2* 0 Até atingir 50 °C FAN 3

Taxa de aumento de pressao: 0,8 bar s'1; temperatura maxima: 280 °C; pressdo maxima: 80 bar.
* Etapa de resfriamento
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Ao final do programa de irradiacdo e resfriamento, os frascos foram
lentamente despressurizados e a solucao foi transferida para frascos volumétricos,

sendo o digerido final avolumado a 25 mL com agua.

4.7 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS PARA ESPECIACAO DE ARSENIO POR
LC-ICP-MS

A fim de obter melhor separacéo das espécies utilizando a técnica de LC-ICP-
MS, foram avaliadas colunas de troca anidnica e catidnica. As condi¢cdes de eluicdo
(fase mével, tempo de eluicdo, vazdo da fase movel, entre outros parametros) foram
escolhidas com base em trabalhos prévios da literatura.>156:57.5859 No entanto, as
condicbes foram modificadas e avaliadas para que possibilitassem a separacdo
adequada das espécies, como uma separacao dos picos de cada espécie e com
tempo de separacdo cromatografica coerente com o reportado para a especiacdo de
As, utilizando a técnica de LC-ICP-MS.

Quando utilizada a coluna de troca aniénica foram avaliados como fase mével
(NH4)2HPO4, (NH4)H2PO4, (NH4)2CO3 ou combinagdes entre duas, enquanto para a
coluna de troca catidnica, além do (NH4)H2PO4, também foi avaliada a piridina, como
mostrado na Tabela 5. As condicbes que foram modificadas para obtencédo de
melhor separacao foram a vazao da fase mdvel, a proporcao entre as fases moveis,
0 pH e o tempo eluicdo. Para essas avalia¢des foi utilizada uma solugcdo mista das
espécies de As, na concentracédo de 5,0 ug L de cada espécie, sendo As(lll), As(V),
DMA, MMA e AsB, para a coluna de troca aniénica e As(lll), As(V) e AsB, para a

coluna de troca catibnica.
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Tabela 5 - Condicdes de eluicdo avaliadas para especiacao de As por LC-ICP-MS.

Coluna de troca ani6nica (PRP-X100)

Eluicéo Fase movel Referéncia
0 - 0,5 min: 100% de A A: (NH4)CO3 10 mmol Lt em 56
0,5 - 13 min: 100% de B metanol 2% (v/v), pH 9,0

B: (NH4)CO3 50 mmol L't em
metanol 2% (v/v), pH 9,0

0 - 1,4 min: 30% de A A: (NH4)2HPO4 20 mmol L, 57

1,4 - 2,7 min: 100% de B pH 6,0

2,7 - 15 min: 30% de A B: (NH4)CO3 20 mmol L1,
pH 8,5

0 - 15 min: 100% de A A: (NH4)H2PO4 8,0 mmol L, 59
pH 8,0

Coluna de troca catiénica (PRP-X200)

Eluicéo Fase movel Referéncia

0 -4,5min: 10% de Ae 90% de B A: (NH4)2HPO4 100 mmol L?, 51

4,6 - 11 min: 40% de A e 60% de B pH 4,5

11,1 - 15 min: 10% de Ae 90% de B B: H20

0 - 10 min: 100% de A A: Piridina 2,5 mmol L1, 58
pH 2,65

Adicionalmente, é importante salientar que com a sequéncia dos
experimentos ocorreu alteracdo no desempenho das colunas de troca anidnica,
devido ao longo periodo de uso, sendo necesséaria a adaptacdo das condicbes de
separacao escolhidas. Visando continuar tendo boa separacéo entre as espécies, foi
feita alteracdo na concentracdo da fase moével [(NH4)H2PO4 8,0 mmol L] utilizada.
Em funcao disso, também foi necesséaria uma adequacéo do tempo de eluicao.

As areas dos sinais cromatograficos foram integradas utilizando o software
Origin 8 (versao 8.0724, OriginLab Corporation). Os resultados para quantificagéo e
eficiéncia de extracdo foram avaliados estatisticamente utilizando o software
GraphPad InStat versao 3.0. Foram utilizados o teste t-student, para comparacao de
duas médias e a analise de variancia (ANOVA) para comparacado de trés ou mais
valores de média. Para ambos os testes foi considerado um nivel de confianca de
95%.



49

4.8 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DOS METODOS DE EXTRACAO PARA
ESPECIACAO DE ARSENIO

Os métodos de extracdo (convencional, MAE e UAE) foram avaliados em
paralelo para cada uma das matrizes quanto aos parametros que influenciam na
eficiéncia de extracdo. Nessas avaliacGes, ndo foram avaliados parametros como a
massa de amostra, o volume de solucdo extratora e o volume final. Por outro lado,
foram avaliados parametros como o tipo da solucdo extratora, a concentracédo da
solucdo extratora, tempo de extracdo e temperatura de extracdo. Esses parametros,
bem como as variacdes estudadas, foram escolhidos em fungéo de estudos prévios
reportados na literatura,®®2* onde essas sdo as condicdes comumente utilizadas
para extracdo de As e posterior quantificacdo de espécies do elemento, em
diferentes tipos de amostras.

Adicionalmente aos parametros avaliados quanto a eficiéncia de extracdo das
espécies de As nas amostras, foi avaliada a estabilidade dessas espécies quanto a
fatores como a solugcdo extratora, a adicdo de ions em solucdo de referéncia e
adicdo de Fe?* na amostra. A seguir serdo detalhados os experimentos feitos para

essas avaliacoes.

4.8.1 Avaliacao da eficiéncia da extragado de arsénio

4.8.1.1 Escolha do tipo da solugéo extratora

As solucdes extratoras avaliadas quanto a eficiéncia de extracdo de As total
foram H20, metanol:H20 1:1 (v/v), HNOs e H3PO4, ambos acidos na concentragdo
de 1,0 mol L1. Nessa avaliacdo foram fixos os seguintes parametros: 200 mg de
amostra, 10 mL de solugéo extratora, tempo de extracdo de 2,5 min e temperatura
de extracdo de 75 °C, sendo os frascos avolumados com agua a 25 mL apoés a
extracao.

4.8.1.2 Concentracéo da solucdo extratora

A concentracdo de HNOs como solucdo extratora foi avaliada tanto para

eficiéncia de extracdo de As total, quanto para a avaliagdo de conversdo das
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espécies de As nas amostras. Nesses ensaios a massa de amostra, volume de
solucéo extratora e volume final do extrato foram mantidos em 200 mg, 10 mL e 25
mL, respectivamente. Para a avaliagdo da conversado das espécies em alga e arroz,
além de H20, foi avaliado HNOs como solugdo extratora nas concentragfes de 0,01,
0,025, 0,05, 0,10, 0,25, 0,50 e 1,0 mol L1, enquanto para o peixe foi avaliado apenas
HNOz 1,0 mol L. As condi¢Ges de tempo e temperatura de extracédo foram de 2,5
min e 75 °C, para alga e peixe, e 20 min e 85 °C, para arroz, respectivamente.

Para os ensaios envolvendo a avaliacdo da eficiéncia de extracdo de As total
foram investigadas H20 e solu¢gbes de HNO3 com concentracdo de 0,01, 0,025, 0,05,
0,10, 0,25, 0,50 e 1,0 mol L sendo que os demais parametros adotados para
extracdo nao foram alterados: 200 mg de amostra, 10 mL de solugcédo extratora,
tempo de extragdo de 2,5 min e temperatura de extragédo de 75 °C, sendo os frascos

avolumados com agua a 25 mL apds a extracao.

4.8.1.3 Tempo de extragdo

O tempo de extracédo foi avaliado em 2,5, 5, 10, 20 e 30 min para as amostras
de alga e arroz, aplicando as demais condigbes como 200 mg de amostra, 10 mL de
HNOs 0,01 mol L' como solucdo extratora, temperatura de extracdo de 75 °C e 25

mL como volume final dos extratos.

4.8.1.4 Temperatura de extracao

A avaliacdo da temperatura de extracdo foi feita para as amostras de alga e
arroz, sendo fixas as condicées de 200 mg de amostra, 10 mL de HNOz 0,01 mol L
como solucéo extratora, tempo de extracdo de 2,5 min e 20 min para alga e arroz,
respectivamente, e 25 mL como volume final dos extratos. As temperaturas
avaliadas foram de 75 e 85 °C para todos os sistemas de extracdo. A temperatura
de 100 °C foi avaliada apenas para MAE, uma vez que apenas nesse sistema foi

possivel atingir essa temperatura.
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4.8.2 Avaliacéo da estabilidade das espécies de arsénio

4.8.2.1 Avaliacao da solugéo extratora e concentragédo de HNO3

A avaliacdo da solucao extratora frente a solugcdes de referéncia das espécies
de As foi feita utilizando H20 e HNOz 1,0 mol L. Para isso, foram fixadas as
condicbes de 10 mL de solugcédo extratora, 20 min de extracdo, temperatura de
extracdo de 85 °C e volume final de 25 mL. Os experimentos foram feitos
separadamente para cada espécie, sendo adicionada uma quantidade conhecida
das espécies As(lll), As(V), DMA, MMA e AsB para que a concentracao final fosse

de 25 ug L, de cada espécie.

4.8.2.2 Avaliacao da presenca de ions Cu, Fe e Zn na solucéo de referéncia

Na avaliacdo do efeito de ions Cu?*, Fe3* e Zn?*, solucdes contendo
separadamente as espécies de As(lll) e As(V), na concentragdo de 25 pg L%, foram
submetidas ao procedimento de UAE. Para isso, foi utilizado o banho de ultrassom
na condicdo de 60% de amplitude e nas frequéncias de 35 e 130 kHz. Os Cu?*, Fe®*
e Zn?* foram adicionados separadamente ao extrato para que a concentracdo fosse
de 10 mg L de cada ion no volume final de 25 mL. Foi utilizada como solugdo
extratora 10 mL de HNOs 0,01 mol L1, temperatura de extracdo de 85 °C e tempo de
extracdo de 20 min. Posteriormente, esse mesmo ensaio foi feito para as espécies
DMA, MMA e AsB na presenca de Fe3*, utilizando as mesmas condicdes dos

ensaios anteriores.

4.8.2.3 Adicdo de Fe3* as amostras

A adicdo de Fe** nas amostras foi feita para que a concentragdo adicionada
fosse 2, 5 e 10 vezes superior a concentracdo de Fe presente em cada uma das
amostras. Assim, os extratos (avolumados a 25 mL) apresentaram concentragdes de
Fe de 3,2, 8,2 e 16,4 mg L para a alga, 0,2, 0,5 e 1,0 mg L para o arroz e 0,19,
0,47 e 0,94 mg L para o peixe. Para as trés amostras foram utilizados 200 mg de
amostra e 10 mL de solugcdo extratora, sendo utilizados como solucdo extratora,

tempo e temperatura de extracdo, HNOz 0,01 mol L, 2,5 min e 75 °C para a alga,
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HNO3 1,0 mol L1, 20 min e 85 °C para o arroz, e H20, 2,5 min e 75 °C para o peixe,
respectivamente. Cabe destacar que a adicdo de Fe3* foi feita apés a etapa de
pesagem da amostra e previamente a extracao.

Na Figura 1 esta mostrado um fluxograma resumido de todos experimentos
feitos para avaliacdo de eficiéncia de extracdo e estabilidade das espécies de As nas

amostras de alga, arroz e peixe.



Figura 1 - Fluxograma dos experimentos de avaliacdo da extracéo e estabilidade de espécies de As em alga, arroz e peixe.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRE-TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

A escolha das matrizes foi feita levando em consideracdo informacfes de
trabalhos publicados,*>617 onde alguns relatam quais espécies sdo comumente
encontradas e em qual tipo de matriz. A espécie de As a ser encontrada em cada
tipo de organismo, seja animal ou vegetal, ird depender do ambiente em que este
esta localizado e/ou da rota metabdlica do As nesse organismo. Dentre as matrizes
mais citadas em trabalhos de especiacdo de As esta o arroz, sendo que esse
geralmente apresenta concentracdo variavel (da ordem de pg g*) de iAs, DMA e/ou
MMA. Quando consideradas as espécies organicas, sdo bastante comuns trabalhos
onde é estudada a distribuicdo dessas espécies em organismos marinhos. Amostras
como algas marinhas comumente apresentam espécies como AsSug e AsLip, sendo
a primeira a espécie de As majoritaria (mais que 80%) nesse tipo de organismo. Por
outro lado, a espécie mais abundante em organismos marinhos é a AsB,
principalmente em seres que estdo no topo da cadeia alimentar como, por exemplo,
os peixes predadores.®

Em funcdo das particularidades das matrizes supracitadas em relacdo a
presenca das espécies de As, as amostras de alga, arroz e peixe foram escolhidas
para a execucdo dos estudos quanto aos procedimentos de extracdo, de
guantificacdo e de conversao das espécies de As. Previamente aos procedimentos
de preparo de amostra (decomposicdo e/ou extracdo), cada uma delas passou por
um pré-tratamento adequado.

Apbs os processos de moagem, a quantidade total de cada amostra moida foi
separada em funcdo tamanho de particula, sendo utilizado para isso um tamisador
eletromagnético. A quantidade de amostra que ficou retida em cada uma das
peneiras foi pesada e armazenada em geladeira. Para os experimentos de extracao,
optou-se por escolher as aliquotas que tivessem maior quantidade de amostra, do
menor tamanho possivel, tendo em vista que a area superficial de amostra € um
fator importante para a extragao. Logo, foram utilizadas amostras com tamanho de
particula entre 45 e 180 um para as amostras de alga e peixe, e entre 180 e 300 pum
para arroz, uma vez que as demais fragcbes ndo apresentaram uma fracdo de massa

suficiente para conduzir os experimentos.
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Adicionalmente, foram obtidas imagens por MEV das amostras, com o
objetivo de visualizar a morfologia e identificar possiveis mudancas nela antes e
apos os procedimentos de extracdo, principalmente quando consideradas as
aliquotas submetidas ao ultrassom. Esses resultados serdo discutidos no item 5.6.

5.2 DECOMPOSICAO DAS AMOSTRAS POR MAD E MIC PARA DETERMINACAO
MULTIELEMENTAR

As amostras de alga, arroz e peixe foram decompostas para a caracterizacao
guanto a sua composicao elementar. Para isso, as amostras foram decompostas por
MAD para posterior quantificacdo de metais e ndo metais por ICP-MS e ICP-OES,
bem como por MIC, cujos digeridos foram usados para a quantificacdo de F (por
potenciometria), Cl, Br e | (por ICP-MS). Na Tabela 6 estdo mostrados os resultados

para estes elementos nas trés amostras analisadas.



Tabela 6 - Resultados para determinacéao de elementos em alga, arroz e peixe por
ICP-MS2, ICP-OESP e ISE°®. Concentracdo expressa em pg g (média =

SD, n = 3).
Analito Alga Arroz Peixe
AlP 64,9+ 3,1 <79 <79
Ag? 0,041 £ 0,004 < 0,005 0,017 + 0,002
As? 18,8+ 1,8 0,713 + 0,008 659+15
Ba® 149+17 0,622 £ 0,028 0,148 + 0,004
Bi2 < 0,02 < 0,02 < 0,02
Br2 495+1,6 0,756 + 0,013 13,1+0,6
Ccaf 3696 + 54 86,2+ 12,2 247 + 4
Cd? 1,44 +0,11 0,011 +£0,001 0,038 £ 0,001
Cl2 6852 + 24 208 + 4 3241 +101
Co? 0,149+ 0,016 0,060+ 0,002 0,013 +0,001
Cr? 0,438 +0,019 0,060+0,015 0,284 +0,019
Cu? 22,3+2,3 1,65+ 0,04 1,35+ 0,07
Fe <53 <53 <53
FeP 205+ 3 12,8+2,3 11,8+1,0
KP 12038 + 69 1676 + 41 8389 + 90
12 49,4 +3,1 0,013+0,001 0,352+ 0,008
MgP 2840 + 44 1523 + 30 1038 £ 19
Mn? 23,4+2,6 26,3+ 3,0 1,11+ 0,10
Mo? 0,699 + 0,062 0,457 £0,006 0,016 + 0,001
NaP 6273 £ 19 <72 3873 + 141
Ni2 0,856 + 0,060 0,518 +0,054 0,107 £ 0,013
PP 5876 + 27 3343+ 31 7997 + 95
Pb# 0,315+ 0,014 <0,127 0,648 + 0,066
sP 19954 + 236 999 + 11 6268 + 229
Sh? <0,24 <0,24 <0,24
Se? 0,280 + 0,036 < 0,03 2,00 £ 0,05
Sn? 0,575+0,075 0,164 +0,004 0,172 0,023
Sre 32,3+0,5 0,557 + 0,146 0,804 + 0,056
va 0,864 + 0,076 0,031 +0,002 0,011+ 0,001
Zn? 28,4+ 3,6 179+19 28,2+0,4

Como pode ser observado na
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Tabela 6, a amostra de peixe foi a que

apresentou maior concentracdo de As total (65,9 ug g*t), seguido pela alga (18,8

Hug g?) e pelo arroz (0,713 pg g'). A concentracdo dos outros elementos variou

bastante nas amostras, sendo possivel destacar que a concentracdo de elementos
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como Al, Ca, Cu, Fe, I, K, S e Sr foi bastante superior para a amostra de alga,
enquanto Br foi encontrado em alta concentracao tanto na alga quanto no peixe.
Cloro também foi determinado nas amostras, uma vez que a determinacao de
As pela técnica de ICP-MS é feita monitorando o isétopo "°As, o qual esta sujeito a
interferéncia oriunda do fon poliatdmico 4CAr3Cl*.6°© A concentracdo de Cl nas
amostras variou de 208 a 6852 pug g*'. Nesse sentido, foi possivel concluir que
mediante a diluicdo dos extratos, tanto na etapa de preparo de amostra (extracéo
e/ou decomposi¢cdo) quanto na medicdo, a concentracdo de Cl no extrato e/ou
digerido foi inferior a 2,3 mg L, para todas as amostras analisadas. Cabe destacar
gue tem sido reportado na literatura que até 50 mg L' de Cl ndo causam
interferéncia na determinacdo de As.®! Sendo assim, foi possivel concluir que a
concentracdo de Cl presente nas amostras ndo poderia causar influéncia nas

medicoes feitas pela técnica de ICP-MS.

5.3 OTIMIZACOES PARA ESPECIACAO DE ARSENIO POR LC-ICP-MS

Tendo em vista a necessidade da separacéo e quantificacdo das espécies de
As, foram feitos estudos para avaliar a melhor condicdo de separacdo para as
espécies As(lll), As(V), AsB, DMA e MMA. Para isso, foram avaliadas duas colunas,
uma de troca anibnica e outra de troca catidbnica, sendo a primeira a mais
empregada para separacdo das espécies iAs, DMA e MMA, enquanto a segunda, a
mais utilizada para espécies 0As, como AsB, TMAO, entre outras.

Quando sao usadas colunas de troca anibnica, as fases moveis mais
empregadas sao os fosfatos de amoénio [(NH4)2HPO4 e (NH4)H2PO4] e carbonato de
amonio. A concentracao, pH e meio (aquoso ou alcéolico) em que essas solucdes
sdo usadas podem variar, bem como o0 modo de eluicdo (gradiente ou isocrético).
Nessa avaliacdo foram escolhidas trés condi¢cdes descritas na literatura (Tabela 5)
para esse tipo de coluna, visando a separacao de As(lll), As(V), AsB, DMA e MMA.
Dentre essas condicdes, foram feitas algumas variacbes para obtencdo de uma
melhor separa¢éo, com boa resolugcédo e com menor tempo de eluicdo possivel.

Em nenhuma das condi¢bes avaliadas foi obtida uma boa separacéo entre os
picos de As(lll) e AsB. Considerando que alguns trabalhos reportam uma separacao
eficiente dessas duas espécies utilizando algumas das condi¢cbes estudadas e o

mesmo tipo/modelo de coluna avaliada, inferiu-se que ndo foi possivel uma boa
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separacao devido ao fato de as colunas disponiveis terem sido usadas por um longo
periodo tempo. Assim, a partir desses estudos, foi obtida uma boa separacao
utilizando (NH4)H2PO4 8,0 mmol L' como fase mével para especiacdo de As(lll),
As(V), DMA e MMA, sem considerar a espécie AsB. Na Tabela 7 estdo mostradas as
demais condi¢des de eluicdo utilizadas para a coluna de troca anidnica. A separacao
para uma solucdo de referéncia na condicdo escolhida estd mostrada na Figura 2,

onde pode ser observada uma boa separacdo das quatro espécies investigadas.

Tabela 7 - Condic¢des otimizadas para especiacao de As por LC-ICP-MS.

~ Coluna

Parametro . o
Troca anibnica (PRP-X100) Troca catidnica (PRP-X200)

Fase movel (NH4)H2PQO4 8,02 mmol L* Piridina 2,0 mmol L*
pH 8,0 2,65
Vazédo (mL min?t) 1,5 15
Amostras Alga e arroz Peixe
Espécies As(lll), As(V), DMA e MMA  As(lll), As(V) e AsB

a Com o tempo de uso da coluna de troca anibnica, a concentracdo da fase moével foi alterada para
5,0 mmol L para manter a separacao adequada das espécies.

b Quando a concentragdo da fase moével foi alterada para 5,0 mmol L1, o tempo de elui¢do utilizado
foi 18 ou 21 min.
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Figura 2 - Perfil cromatografico obtido por LC-ICP-MS para solucéo de referéncia de
As(lll), As(V), DMA e MMA contendo 5,0 ug L* de cada espécie para
coluna de troca anionica.
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Condicdes de separacdo: Coluna de troca anidnica com eluicdo de 0 - 13 min com (NH4)H2PO4
8,0 mmol L (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: NexION.

Como néo foi possivel uma boa separacdo da espécie AsB, optou-se pela
avaliacdo da coluna de troca catibnica para a separacao dessa espécie. O mesmo
tipo de avaliacédo feito para a coluna de troca anionica foi feito para a coluna de troca
catidnica. Para isso, foram escolhidas duas condi¢cdes descritas na literatura (Tabela
5), que utilizam como fase mével piridina e (NH4)H2PO4. Assim como na avaliacao
anterior, foram feitos ensaios para obtencdo de uma boa separacdo para as
espécies de As(lll), As(V) e AsB, onde as condi¢cdes de partida foram avaliadas e
modificadas para melhorar a separacdo. Como mostrado na Tabela 7, a condi¢do de
eluicdo utilizando 100% de piridina 2,0 mmol L? como fase moével foi a mais
adequada, possibilitando uma boa separacdo das espécies As(lll), As(V) e AsB
(Figura 3). Adicionalmente, foram feitos ensaios para a obtencdo dos tempos de
retencdo utilizando a coluna de troca catidnica para as espécies MMA (tr = 1,27 min)
e DMA (tr = 1,63 min), onde foi observada uma boa separacéo dessas espécies da

espécie AsB (predominante no peixe).
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Figura 3 - Perfil cromatografico obtido por LC-ICP-MS para solucéo de referéncia de
As(lll), As(V) e AsB contendo 5,0 ug L de cada espécie para coluna de
troca cationica.
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Condig8es de separacgédo: Coluna de troca catidnica com elui¢cdo de 0 - 10 min com piridina 2,0 mmol
Lt (pH 2,65); Instrumento de ICP-MS: NexION.

5.4 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE EXTRACAO DE ARSENIO TOTAL

Previamente a especiacdo de As nas amostras, foram feitos ensaios com o
objetivo de avaliar a eficiéncia da extracdo de As total, utilizando diferentes meios de
extracdo. Visando obter maior eficiéncia de extracdo, foram estudados alguns
parametros, como a solugcdo extratora, a temperatura e o tempo de extracdo. As
demais condigcbes empregadas inicialmente e mantidas constantes durante os
experimentos (massa de amostra, volume de solugcdo extratora e volume final de
extrato), bem como as condi¢cBes que foram avaliadas, foram escolhidas com base
em trabalhos descritos na literatura para a especiacdo de As.348 A seguir serdo
discutidos os principais resultados para essas avaliacdes e serao discutidos alguns
dados referentes a separacdo cromatografica, uma vez que os resultados para a
especiacao, principalmente para a amostra de alga, impactaram na escolha da

concentracéo da solucdo extratora.
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5.4.1 Avaliacdo da solucéao extratora

A escolha da solucdo a ser utilizada para extracdo visando a posterior
especiacdo é bastante importante, tanto pela desejavel alta eficiéncia e transferéncia
de fase do analito/espécies, quanto em ser compativel com a técnica de separacéao
e determinacdo das espécies. A maioria dos trabalhos utilizam H20, HNO3, H3POa4
ou mistura de metanol e H2O como solugbBes extratoras, sendo as trés ultimas
utilizadas em diferentes concentracdes e/ou propor¢ées.34

Assim, foram utilizadas solu¢gdes de HNOs, H3POs e H20 para avaliar a
eficiéncia de extracdo. Para as solucfes acidas, optou-se pelo uso da concentracéo
de 1,0 mol L't. Para a mistura metanol:H20, foi escolhida a propor¢do 1:1. Os
resultados estdo mostrados na Figura 4, os quais estdo expressos como eficiéncia
de extracdo, onde a concentracdo de As total (ap6s decomposicdo por MAD e

deteccéo por ICP-MS) foi considerada como 100%.
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Figura 4 - Influéncia das solucfes extratoras na eficiéncia de extracdo de As total em
alga, arroz e peixe utilizando diferentes métodos de extracéo.
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Para a alga, as eficiéncias de extracdo variaram entre 30 e 101%, onde a H20
foi o extrator menos eficiente (entre 30 e 83%), independente do sistema de
extracao utilizado. Para as demais solucbes, a eficiéncia foi adequada (entre 80 e
101%). Um comportamento bastante semelhante foi observado para a extracéo de
As em arroz, onde as eficiéncias de extracdo variaram de 40 a 111%, quando
consideradas todas as condicfes. Novamente, foram obtidas eficiéncias mais baixas
guando foi utilizada H20 (entre 40 e 69%) e melhores eficiéncias foram obtidas para
as demais solucdes (entre 74 e 111%). Para o peixe, foram obtidas eficiéncias de
extracdo entre 85 e 122% para todas as solucdes e sistemas de extracdo avaliados.

As solucdes de HsPOs4 e metanol:H20, apesar de proporcionarem boas
eficiéncias de extracdo para as trés amostras, de 70 a 100% e de 72 a 111%,
respectivamente, ndo foram consideradas solucdes extratoras adequadas
considerando uma posterior separacdo cromatografica. No caso do H3sPOa, 0 extrato
foi de dificil filtracdo, impossibilitando a obtencdo de volume suficiente de extrato
para medicdes em mais de uma replicata. Por exemplo, para as extracdes feitas
para o peixe utiizando MAE, o extrato possuia o aspecto de suspensao,
impossibilitando a separacdo das fases. Ao submeter esse extrato a etapa de
filtracdo, o filtro se rompia logo apos o inicio da filtracdo, impossibilitando a obtencéo
do filtrado para a determinacao de As.

De maneira geral, considerando-se todos os aspectos mencionados para as 3
amostras e os 4 sistemas de extracdo, a solucdo de HNOs 1,0 mol L foi a mais
adequada para a extracdo de As de arroz e alga, enquanto que a H20 foi escolhida
como solucdo extratora para peixe. Contudo, tendo em vista a preocupacdo com a
preservacdo das espécies de As, foram feitos alguns ensaios para avaliar a
integridade das espécies apds a extracdo mediante a separagdo cromatografica, 0s

guais serédo discutidos posteriormente (item 5.4.2).

5.4.2 Avaliacéao da concentragdo de HNOs

5.4.2.1 Avaliacéo da estabilidade de espécies de As em alga em funcéo da

concentracédo de HNOs

Como a eficiéncia de extracdo foi satisfatéria empregando HNOs 1,0 mol L*

como solucdo extratora para alga, foram feitos experimentos para observar o
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comportamento das espécies ap0s a extracdo. Para esse ensaio, foram feitas
extracdes nas amostras de alga utilizando H20 e HNOz 1,0 mol L%, utilizando os 4
sistemas de extracdo. No caso da alga, as espécies presentes sdo majoritariamente
organicas, geralmente AsSug ou AsLip, logo a conversdo dessas espécies para iAs
pode ser facilmente observada, caso ocorresse. A condicdo de separacao utilizada
foi a descrita na Tabela 7, para a coluna de troca anidnica.

Quando os extratos foram analisados, foi avaliado o fator de diluigdo minimo
necessario e a adicdo de concentracdo conhecida das espécies na amostra diluida.
Quanto a diluicdo, foi observado que utilizar a propria fase movel para isso foi mais
adequado, uma vez que nao foi observada oscilacdo/vale (drift) na linha base do
cromatograma, diferente do que foi observado quando a amostra foi diluida em Hz0,
por exemplo. Para esses experimentos foi escolhido um fator de diluigdo de 10
vezes para essa amostra, sendo esse fator escolhido levando em consideracéo a
concentracdo de As total na alga e a obtencdo de concentracdo similar aquela
utilizada para otimizacédo da separacdo cromatografica. Quanto ao ensaio de adi¢éo
de espécies [As(lll), As(V), DMA e MMA], foi possivel observar uma boa separacao,
mesmo na presenca da matriz. E importante destacar que esses experimentos para
avaliacdo da estabilidade ndo foram quantitativos, onde foi avaliada visualmente
alteracéo das areas dos picos.

Apbs esses ensaios, foram obtidos os cromatogramas utilizando H20 como
solucdo extratora (Figura 5) e foi possivel observar a presenca de um pico de maior
area no tr de 2,93 min. Contudo, para a extracéo feita com HNOz 1,0 mol L néo foi
observado nenhum pico nesse tr, mas foi observado um pico no tr de 1,78 min, para
todos os procedimentos de extracdo utilizados. Cabe destacar que o tr de 2,93 min
ndo foi 0 mesmo tr de nenhuma das espécies presentes na solucdo de referéncia
utilizada, indicando a presenca de uma espécie desconhecida de As (UK1). Além
disso, o tr de 1,78 min foi 0 mesmo tr da espécie de As(lll) na solugéo de referéncia,
indicando que a espécie desconhecida possivelmente foi convertida a As(lll) com o
uso de HNOs 1,0 mol L' e aguecimento, para todos os sistemas de extracdo. Os
cromatogramas mostrados na Figura 5 sdo dos extratos obtidos para UAE - cup
horn, os quais apresentaram comportamento muito similar aos obtidos para extracao

convencional, UAE - banho de ultrassom e MAE.
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Figura 5 - Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS para espécies de As extraidas de
alga utilizando HNOs3 e H20 como solucao extratora e UAE - cup horn.
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Condicdes de separacdo: Coluna de troca anibnica com eluicdo de 0 - 13 min com (NH4)H2PO4
8,0 mmol L (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: NexION.

Assim, tendo em vista que a Unica diferenca entre os extratos foi a solucao
extratora empregada, é possivel afirmar que com a utilizacdo de HNO3z 1,0 mol L1
ocorreu a conversdo da espécie de As desconhecida (UK1) presente na alga.
Também é importante destacar que as areas dos picos para as extracées com HNOs
1,0 mol L* sdo superiores em relacdo as extracdes com H20 como solucédo
extratora. Isso corrobora com o fato da eficiéncia de extracdo ter sido maior
utilizando acido, logo a intensidade/area nos cromatogramas também foi maior.

Nesse sentido, foram feitos estudos a fim de avaliar se ocorreria conversao da
espécie UK1 com solugcées mais diluidas de HNOz (0,05 e 0,01 mol L?1). Os
cromatogramas para os experimentos com HNOz 0,05 mol L?! também estdo
mostrados na Figura 5 onde € possivel observar que mesmo utilizando HNO3s 0,05
mol L! mais diluido ocorre conversdo da espécie UK1. Quando considerados os
outros metodos de extracdo (resultados ndo mostrados), foi possivel observar o
mesmo comportamento da espécie UK1, onde ocorria maior conversdao a As(lll)

gquando aumentada a concentragdo de HNOs. Além disso, pelo perfil dos
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cromatogramas, também foi possivel concluir que quando utilizado o banho de
ultrassom, ocorreu menor conversao, enquanto a proporcdo da conversao foi maior
guando utilizado MAE.

Por outro lado, a utilizacdo de HNO3 0,01 mol L possibilitou a extracdo da
espécie organica de As sem conversao aparente (Figura 5). Entretanto, cabe
salientar que a area dos picos para as espécies utilizando HNO3z 0,01 mol L foi
inferior as areas quando utilizado HNOs 1,0 mol L, indicando uma menor eficiéncia
de extragdo. Para melhor compreenséo da influéncia da concentracdo da solugéo
extratora na conversao da espécie de As, os cromatogramas utilizando H20, HNO3
0,01, 0,05 e 1,0 mol L* para extracdo por MAE foram sobrepostos e estédo
mostrados na Figura 6. Pode ser observado que quando utilizado H20 e HNOs 0,01
mol L, o perfil dos cromatogramas foi bastante similar, indicando que para essas
duas solucBes extratoras ndo ocorreu conversao das espécies, porém com menor
eficiéncia de extracdo (resultados serdo discutidos no item 5.4.2.4) quando

comparado com HNOz 1,0 mol L.

Figura 6 - Cromatogramas sobrepostos para espécies de As extraidas de alga
utilizando H20, HNOz 0,01, 0,05 e 1,0 mol L** como solugbes extratoras e

MAE.
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Condicdes de separacdo: Coluna de troca anidnica com eluicdo de 0 - 13 min com (NH4)H2PO4
8,0 mmol L (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: NexION.
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5.4.2.2 Avaliacdo da estabilidade de espécies de As em arroz em funcéo da

concentracdo de HNOs3

Ensaios similares aos feitos com a alga também foram feitos com o arroz, a
fim de avaliar a estabilidade das espécies de As em funcdo da concentracdo da
solucéo extratora. Para isso, foram feitos ensaios empregando H20 e concentracdes
crescentes de HNOs, nas condicbes previamente otimizadas de temperatura e
tempo de extragdo, 85 °C e 20 min, respectivamente, como serd descrito nos itens
5.43e5.4.4.

As condicBes empregadas para a andlise de especiacdo sédo as descritas no
item 5.3 (Tabela 7), onde a coluna de troca anionica foi utilizada para a amostra de
arroz. Cabe ressaltar que esses experimentos, assim como os feitos para a alga na
avaliacdo preliminar da estabilidade, ndo foram quantitativos. Na Figura 7 estdo
mostrados 0s cromatogramas para as extracdes em arroz em fungdo do meio
extrator utilizando extracdo convencional. Uma vez que o comportamento foi o
mesmo para todos os sistemas de extracdo utilizados, os resultados para MAE e
UAE néo estdo mostrados, optando-se por mostrar apenas os resultados para um

sistema de extracao.
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Figura 7 - Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS para espécies de As em arroz
utilizando HNOs e H20 como solucéo extratora e extragcdo convencional.
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Os extratos de arroz foram diluidos (em um fator de 2 vezes) na prépria fase
movel e, como mostrado na Figura 7, para todas as solucdes extratoras avaliadas,
foi observada a presenca das espécies As(lll) e DMA, enquanto que quando
utilizadas concentracdes mais altas de HNOz (por exemplo 1,0 mol L) também foi
observado um pequeno sinal de As(V) para algumas replicatas (cromatogramas néo
mostrados). Quanto a eficiéncia de extracdo, houve variacdo de 49 a 80% quando
utilizada H20 e de 94 a 96% quando utilizado HNOs 1,0 mol L.

Tendo em vista esses resultados, a presenca de As(V), apenas para algumas
replicatas e quando utilizada a solucdo acida, pode ser justificada pela maior
eficiéncia de extracdo proporcionada por essa solucdo ou por conversao de espécie
na amostra combinada a relagcdo de equilibrio entre as espécies de As(lll) e As(V),
conforme o meio. Nesse sentido, foram necessarios estudos utilizando solucdes de
referéncia de cada espécie, as quais foram submetidas aos mesmos procedimentos
e condicdes de extracdo que as amostras, avaliando os efeitos causados por cada
meio. Na hipétese de o HNOz 1,0 mol L' ndo contribuir para a conversao das
espécies de As, essa solucdo extratora seria a mais adequada para obtencdo de
extracdes quantitativas de espécies de As para a amostra de arroz, o que néao
ocorreu para 0 mesmo acido em concentra¢cdes mais baixas, como sera discutido no
item 5.4.2.4.

5.4.2.3 Avaliacdo da estabilidade de espécies de As em peixe em fun¢éo da

concentracdo de HNOs3

A estabilidade das espécies de As presentes no peixe também foi avaliada
apos a extragcdo com HNOs e H20. No caso do peixe, como 0s ensaios feitos com
alga e arroz forneceram indicios para o comportamento das espécies de As, como a
conversdo da espécie UK1 em concentragdo mais elevada de HNOs, optou-se por
fazer um ensaio apenas com a solugdo mais concentrada de HNOsz (1,0 mol L) e
H20.

Para a analise dos extratos da amostra de peixe foi utilizada a coluna de troca
catibnica e as condi¢des descritas no item 5.3. Nesse caso, o extrato da amostra foi
diluido (50 vezes) em &gua, pois ndo foi observado drift na linha base do
cromatograma, onde foi identificado um pico com tr correspondente a AsB (2,45

min). E importante destacar que, apesar da diferenca na intensidade (em altura) dos
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sinais para as extracdes feitas com H20 e HNOz 1,0 mol L1, os sinais possuem area
bastante similar, pois os extratos em &cido apresentaram perfil mais alargado.
Corroborando com essa informacgéo, as eficiéncias de extracdo, para ambas as
solucdes extratoras, variaram entre 101 e 107%, mostrando que apesar da diferencga
no perfil dos cromatogramas, todo o As foi extraido nessas condicbes. Os

cromatogramas para esse experimento estdo mostrados na Figura 8.

Figura 8 - Cromatogramas obtidos para LC-ICP-MS para espécies de As extraidas
de peixe utilizando HNO3 e H20 como solugdes extratoras e UAE - banho
de ultrassom.
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Condicdes de separacdo: Coluna de troca catibnica com eluicdo de 0 - 10 min com piridina
2,0 mmol L (pH 2,65); Instrumento de ICP-MS: ELAN.

Como pode ser observado, assim como para o arroz, ndo foi observada
alteracdo das espécies presentes no peixe, majoritariamente AsB, que ndo sofreu
conversdo. Contudo, para algumas replicatas foram observados pequenos picos
com tempos de retencao diferentes daquele da AsB. Ao utilizar um fator de diluicédo
menor, foi possivel observar que a area desses picos aumentava, sendo possivel
observar a presenca de outras espécies de As [As(lll), tr = 1,03 min; DMA, tr = 1,63
min; UK3, tr = 4,65 min; UK4, tr = 5,55 min], como mostrado da Figura 9. O
aparecimento dessas espécies independe do uso de H20 ou HNOs 1,0 mol L7,

indicando que sdo espécies presentes na amostra, e nao resultado de conversao.
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Figura 9 - Detalhamento do cromatograma obtido por LC-ICP-MS para peixe
utilizando o extrato diluido 5 vezes.
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Condi¢bes de separagdo: Coluna de troca catibnica com eluicdo de 0 - 10 min com piridina
2,0 mmol L (pH 2,65); Instrumento de ICP-MS: ELAN.

5.4.2.4 Avaliagao da concentracdo do HNO3 na eficiéncia de extragao de arsénio
total

Uma vez que a solucdo de HNOs foi a mais adequada no quesito eficiéncia de
extracdo, porém ndo manteve as espécies preservadas, optou-se por fazer uma
investigacdo quanto a concentracdo dessa solucédo na eficiéncia de extracdo. Dessa
forma, visando manter uma boa eficiéncia de extracdo e preservar as espécies no
extrato, foram investigadas solu¢cdes de HNOs com concentragdo de 0,01, 0,025,
0,05, 0,10, 0,25, e 0,50 mol L, sendo que os demais parametros adotados para a
extragcdo nao foram alterados. Os resultados estdo mostrados na Figura 10 e, para
melhor comparacdo, também estd mostrada a eficiéncia de extracdo quando
utilizados H20 e HNOz 1,0 mol L.
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Figura 10 - Influéncia da H20 e da concentracdo de HNOs na eficiéncia de extragédo

de As total em alga, arroz e peixe utilizando diferentes métodos de
extracao.
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Tanto para a amostra de arroz quanto para a de alga, com o aumento da
concentracdo do acido ocorreu um aumento na eficiéncia de extracdo. No caso do
arroz, a eficiencia de extracdo passa de cerca de 42% para 100% quando
considerados H20 e HNOs 1,0 mol L, respectivamente. Para a alga, a diferenca na
eficiéncia de extracdo néo foi tdo pronunciada para a MAE, contudo para os outros
meétodos, também foi possivel observar que as eficiéncias de extracdo foram
proximas a 100% apenas para concentracdes de HNOs acima de 0,25 mol L™,
Tendo em vista esses resultados e aqueles discutidos no item 5.4.2.1 para a
conversdo da espécie UK1 na alga, as solucbes escolhidas para a extracdo de
espécies de As foram HNOsz 0,01 mol L para alga e HNOz 1,0 mol L para arroz.
Essa escolha esté relacionada com o fato de apesar da eficiéncia de extracdo com a
solugdo de HNO3z 0,01 mol L ndo ser proxima a 100% para a alga, ao menos foi
observada estabilidade das espécies nessa condicdo. Por outro lado, para o arroz,
como nao foi observada alteracdo na estabilidade das espécies de As, optou-se pela
solucdo extratora que garantisse a maxima eficiéncia de extracdo (HNOs 1,0
mol L?). No caso da amostra de peixe, foram obtidas eficiéncias de extracédo
satisfatérias empregando qualquer uma das condi¢Bes estudadas e, desse modo,
H20 foi escolhida como solugéo extratora para As em peixe. Quanto ao tempo
extracdo de 2,5 min e temperatura de extracdo de 75 °C, ambas foram mantidas
para 0S ensaios seguintes, sem a necessidade de otimizagdo, uma vez que a
eficiéncia de extracao para essas condicdes foi préxima a 100%. Por esse motivo,
as avaliacdes de tempo e temperatura de extracdo foram feitas e serdo discutidas

apenas para alga e arroz.

5.4.3 Avaliacao do tempo de extragéo

Visando obter uma maior eficiéncia de extracdo utilizando a solugdo de HNO3
0,01 mol L%, que foi a solucdo extratora onde ndo foi observada conversdo da
espécie UK1, foi feita a avaliacdo do tempo de extracédo, o qual vinha sendo de 2,5
min. Contudo, esse ensaio foi feito apenas para alga e arroz, uma vez que para o
peixe a eficiéncia de extracdo foi préxima a 100% para todas as solucdes. A
avaliacdo do tempo de extracao para o arroz também foi feita utilizando HNO3s 0,01
mol L (apesar da melhor condi¢cdo ser com HNO3z 1,0 mol L), com o intuito de

melhorar a eficiéncia de extracdo utilizando solugcdo extratora mais diluida. Nesse
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sentido, foram investigados tempos de extracdo de 2,5, 5, 10, 20 e 30 min e o0s

resultados estdo mostrados na Figura 11.

Figura 11 - Influéncia do tempo de extragdo na eficiéncia de extracdo de As total em
alga e arroz utilizando diferentes métodos de extracéo.
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Como pode ser observado, a eficiéncia de extracdo para a alga nao foi
melhorada com a utilizacdo de um maior tempo de extracdo, sendo que o0s
resultados ndo apresentaram diferenca significativa em um mesmo sistema de
extracdo. Assim, o tempo de 2,5 min foi mantido para a extracdo de As em alga. Por
outro lado, para o arroz, foi observado que com o aumento do tempo de extracao,
ocorre aumento na eficiéncia de extragdo, sendo maior para 20 e 30 min. Como as

eficiéncias de extracdo para 20 e 30 min ndo apresentaram diferenca significativa
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para uma mesma fonte de energia, o tempo de 20 min foi escolhido para ensaios

futuros, uma vez que tornaria o procedimento menos moroso.

5.4.4 Avaliacado da temperatura de extracao

Para a avaliacdo do efeito da temperatura, foram avaliadas as temperaturas
de extracdo de 75 e 85 °C para todos os sistemas, além da temperatura de 100 °C
para MAE, uma vez que por limitagdes instrumentais e praticas ndo foi possivel
avaliar essa temperatura para os outros métodos de extracdo. Nao foram avaliadas
temperaturas inferiores a 75 °C, temperatura essa que foi utilizada nos experimentos
anteriores, pois a eficiéncia de extracdo geralmente aumenta com o0 aumento da
temperatura e ndo com sua diminuicdo. Novamente, 0s ensaios para avaliacdo da
influéncia da temperatura foram feitos apenas para alga e arroz e os resultados
estdo mostrados na Figura 12.

Assim como observado para o tempo de extracdo, a temperatura tem mais
influéncia na extracdo de As do arroz em relacdo a alga, principalmente quando
considerada a aplicacdo de radiacdo micro-ondas. Para alga, os resultados
praticamente ndo variaram quando comparadas as eficiéncias de extracao para as
duas temperaturas (75 e 85 °C). Esse fato pode estar relacionado com as espécies
de As presentes nessas matrizes ndo serem as mesmas. Enquanto que no arroz
estdo presentes majoritariamente as espécies As(lll), As(V) e DMA, nas algas estédo
presentes AsSug e/ou AsLip.

Para o arroz, quando considerada a MAE, os valores de eficiéncia de
extracdo foram concordantes para as temperaturas de 85 e 100 °C, enquanto que a
eficiéncia de extracdo da MAE a 75 °C foi inferior. Dessa forma, pode-se concluir
gue as temperaturas de extracdo de 75 e 85 °C foram as mais adequadas para alga

e arroz, respectivamente.
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Figura 12 - Influéncia da temperatura de extracdo na eficiéncia de extracado de As
total em alga e arroz utilizando diferentes métodos de extracgéo.

[EnY
o
o

o)
o

60

40

Eficiéncia de extragéo (%)

20

120

100

Eficiéncia de extracdo (%)

Alga
® Extrag&o convencional mUAE - Banho de ultrassom
®UAE - Cup horn uMAE

75 85 100
Temperatura (°C)

Arroz
1 mExtragdo convencional B UAE - Banho de ultrassom
BUAE - Cup horn BMAE

85 100
Temperatura (°C)

5.5 ESTUDO DA ESTABILIDADE DE ESPECIES DE ARSENIO EM SOLUCOES DE
REFERENCIA E AMOSTRA

5.5.1 Solucéao extratora

A fim de avaliar a influéncia do procedimento de extracéo, principalmente da

solucdo extratora, bem como do aquecimento na conversdo das espécies, foram

feitos ensaios para avaliar o comportamento individual das espécies frente ao

procedimento de extracdo na auséncia da matriz. Apesar de para alga e peixe terem



78

sido escolhidas condicbes de tempo e temperatura de extracao inferiores ao que foi
escolhido para o arroz, a condicdo 20 min e 85 °C foi escolhida para esse estudo
para proporcionar uma maior exposicao das espécies aos efeitos de aquecimento e
aplicacdo de energia estudados. Para essa avaliacdo foi utilizado o método UAE -
banho de ultrassom.

Para esses ensaios, foi feita a adicdo de uma quantidade conhecida da
espécie para que o extrato tivesse a concentracéo final de 25 ug L de cada espécie
[As(lll), DMA, MMA, As(V) e AsB]. Essa concentracdo permitiu uma diluicdo de 5
vezes para a medicao por LC-ICP-MS, uma vez que a diluicdo foi necessaria para
gue nao ocorresse o drift na linha base, quando utilizada a coluna de troca aniénica
e (NH4)H2PO4, como fase mével. A comparacéo dos efeitos foi feita com a utilizacao
de H20 e HNOs3 1,0 mol L't como solugbes extratoras. Os cromatogramas estdo

mostrados na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..
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Figura 13 - Avaliacdo da influéncia da solugédo extratora (H20 e HNOs 1,0 mol LY) na
estabilidade das espécies As(lll), DMA, MMA, As(V) e AsB em solucéo e
referéncia (25 pug L de As para cada espécie).
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Condicdes de separacdo para As(lll), DMA, MMA e As(V): Coluna de troca aniénica com eluicdo de
0 - 13 min com (NH4)H2PO4 8,0 mmol L (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: ELAN.
Condicdes de separacgdo para AsB: Coluna de troca catiénica com eluicdo de 0 - 10 min com piridina
2,0 mmol L (pH 2,65); Instrumento de ICP-MS: ELAN.
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N&o foram observadas mudancas quanto a conversdo das espécies estudas,
contudo foram observadas alteracdes no tr conforme a solucdo extratora utilizada.
Adicionalmente, também é possivel observar que os sinais para As(V) e AsB
também foram mais alargados, enquanto para as outras espécies [As(Ill), DMA e
MMA] nédo foram notadas diferencas nesse aspecto. Sobre essas alteracdes no tr
das espécies, foram observados dois comportamentos em funcéo do tipo de coluna
e da solucdo extratora utilizada. Para a coluna de troca anidnica foi possivel
observar que, quando utilizado HNO3 1,0 mol L* como solucdo extratora, o tr das
espécies diminuiu, se comparado com o tr quando utilizada H20 como solugdo
extratora. Por outro lado, para a coluna de troca catidnica, foi possivel observar que
o tr para a espécie de AsB foi menor para os extratos em H20, sendo de 0,3 a 0,5
min inferiores aqueles obtidos com HNOs 1,0 mol L't. Os tempos de retencéo para

cada espécie e solucao extratora estdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 - Variacao do tempo de retencdo das espécies de As em funcéo da solucéo
extratora utilizada.

Tempo de retencao (min)

Espécie

H20 HNO3 1,0 mol L1
As(l) 1,71 1,66
DMA 2,50 2,30
MMA 3,27 - 3,50 3,00-3,11
As(V) 11,0-11,10 9,70 -9,80
AsB 2,53 2,86 - 3,00

Condicdes de separacéo para As(lll), DMA, MMA e As(V): Coluna de troca ani6nica com eluicdo de
0 - 13 min com (NH4)H2PO4 8,0 mmol L (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: ELAN.

Condicdes de separagdo para AsB: Coluna de troca catidnica com eluicdo de 0 - 10 min com piridina
2,0 mmol L (pH 2,65); Instrumento de ICP-MS: ELAN.

Além dos ensaios descritos anteriormente, foram feitos ensaios para as
espécies As(lll), DMA, MMA, As(V) e AsB utilizando outras combinacdes de
frequéncia e de amplitude, sendo aplicadas as amplitudes de 30, 60 e 100% e
frequéncias de 35 e 135 kHz, para UAE - banho de ultrassom. Nesses experimentos,
observou-se 0 mesmo tipo de comportamento, uma vez sendo possivel inferir que a
alteracdo do tr estava associada a concentracdo da solucdo extratora, mesmo apoés

a diluicdo. Tendo em vista que nesses experimentos nao foram observadas
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conversdes das espécies em decorréncia das alteracdes nas condi¢des utilizadas e
gue o comportamento para todas as espécies foram similares aos apresentados na
Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada., os resultados dos experimentos

adicionais ndo estido mostrados.

5.5.2 Efeito da adicdo de ions Cu, Fe e Zn

Tendo em vista que 0s constituintes da matriz poderiam acelerar algumas
reacdes como, por exemplo, de oxirreducdo, foram avaliadas as condi¢cdes onde
solucBes contendo os ions foram adicionados aos extratos para observar esse
efeito. Os ions Cu, Fe e Zn foram escolhidos em fungéo de estarem presentes em
concentragéo relativamente alta nas amostras, bem como o potencial redox desses
fons, quando considerada a semirreacdo para As.’?2 Contudo, puderam ser
consideradas apenas as espécies iAs, uma vez que ndo foram encontradas
semirrea¢gBes com potencial redox para as espécies 0As. Abaixo estdo mostradas as
semirreacdes para As®*, Cu?*, Fe®* e Zn?*, e seus respectivos potenciais padrdo de
reducdo (E°) a 25 °C e 1 atm.

H3AsO4 + 2H* + 2e"= HAsO2 + H20 E°=0,560 V
Cu?* +e = Cu* E°=0,153V
Fedt + e = Fe?* E°=0,771V
Zn?* +2e = 7Zn E°=-0,762V

5.5.2.1 Adicéo de ions a solucédo de referéncia das espécies de As

Considerando-se o potencial de oxirreducéo das semirreacdes dos Cu?*, Fe3*
e Zn?* e das espécies iAs, esses ions foram escolhidos para os ensaios. Para isso,
eles foram adicionados separadamente as solugBes contendo cada uma das
espécies iAs, na concentracdo de 25 pg L2, para permitir uma diluicdo adequada na
etapa de determinacéo por LC-ICP-MS. Esses ensaios foram feitos utilizando HNO3
0,01 mol L' como solucdo extratora, uma vez que algumas semirreacoes
necessitam de meio acido para ocorrerem, utilizando-se os mesmos procedimentos

empregados para as extragdes de As nas amostras. Os ions foram adicionados para
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gue a concentracao final dos mesmos fosse de 10 mg L? no extrato avolumado a 25
mL.

Os ensaios foram feitos utilizando o UAE - banho de ultrassom, sendo que
esse método de extracdo foi utilizado para que pudessem ser avaliadas mudancas
na amplitude e na frequéncia utilizadas. Logo, nesses ensaios de adicdo de
solucdes contendo os ions em solucdo de referéncia de espécie de As, além da
condicao inicial de 35 kHz e 60% de amplitude, foram feitos experimentos utilizando
a frequéncia de 130 kHz e 60% de amplitude. Na Figura 14 estdo mostrados 0s
cromatogramas referentes a esse experimento.

Como pode ser observado, quando da presenca de Fe3* ocorreu a conversao
da espécie de As(lll) para a espécies de As(V). Esse fato pode ser explicado quando
séo consideradas as semirreacdes de oxirredugéo, enquanto o potencial de reducéo
do Fe®* para Fe?* é 0,771 V, o potencial para a oxidacdo de As®* para As®* é de
-0,560 V. Dessa forma, pode-se inferir que esta reacdo seja favorecida nas
condicbes de extracdo quando o Fe®" estd presente no meio em altas
concentracdes, na ordem de 10 mg L. Devido ao fato de Cu?* e Zn?* ndo causarem
0 mesmo efeito de conversdo, apenas Fe** foi escolhido para novos ensaios acerca

de sua influéncia na conversédo de espécies de As.
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Figura 14 - Cromatogramas obtidos para espécies iAs apos procedimento de

extracdo na presenca de Cu?*, Fe3* e Zn?*.
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Condicdes de separacdo: Coluna de troca anidénica com eluicdo de 0 - 21 min com (NH4)H2POq4
8,0 mmol L (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: ELAN.

Como foi observada a conversdo de As(lll) na presenca de Fe3*, também

foram feitos ensaios para as espécies DMA, MMA e AsB utilizando solucdo de

referéncia e nas condicbes descritas para As(lll) e As(V). Os resultados estédo

mostrados na Figura 15, onde é possivel observar que mesmo na presenca de 10

mg L de Fe®, essas trés espécies permanecem estaveis, ndo sendo observada

conversao.
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Figura 15 -Cromatogramas obtidos para espécies DMA, MMA e AsB ap0s
procedimento de extracédo na presenca de Fe3*.
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Condicdes de separacdo: Coluna de troca anibnica com eluicdo de 0 - 21 min com (NH4)H2PO4
8,0 mmol L (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: ELAN.

5.5.2.2 Efeito da adicao de Fe?®* na conversao de As(lll) em solucéo de referéncia e

nas amostras

Tendo em vista que foi observada apenas a conversdo da especie de As(lll)
na presenca de Fe?*, foram investigados quais efeitos poderiam contribuir para essa
conversdo, como a solucdo extratora (H20 e HNOz 0,01 mol L) e o aquecimento
até 85 °C. Dessa maneira, foram feitos ensaios com a solucédo de As(lll) com adicéo
de Fe®*, onde foram utilizadas como solucdes extratoras H20 e HNOs 0,01 mol L%,
aquecimento simulando aquele ao qual as amostras sao submetidas previamente a
etapa de extracdo, a etapa de UAE - banho de ultrassom propriamente dita e
condicBes sem aquecimento.

Como pode ser observado na Figura 16, a espécie As(lll) permanece
preservada no procedimento de UAE - banho de ultrassom, mesmo utilizando meio

acido (ensaio A). Todavia, quando da presenca de Fe3* ocorre a converséao total da
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espécie As(lll), independentemente da solucdo utilizada, bem como do meio (ou
auséncia) de aquecimento utilizado (ensaios B, C e D da Figura 16). Por outro lado,
guando a solucdo extratora utilizada foi H20 e néo foi feito aquecimento, pode-se
observar que a conversdo da espécie As(lll) para As(V) ocorreu de forma parcial.
Com isso, pode ser concluido que tanto o meio acido, quanto o aquecimento,
contribuem para que a conversdo de As(lll) para As(V) ocorra, pois quando foi
utilizada H20 como solugcédo extratora com aquecimento (condicdo C) e quando
utilizado HNO3z 0,01 mol L sem aguecimento (condicdo D), ocorreu converséo total

da espécie de As(lll) para As(V) na presenca de Fe3*.
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Figura 16 - Cromatogramas obtidos na avaliacdo do efeito da adicdo de Fe** em solugdo de referéncia. (A) As(lll) sem adicédo de
Fe3*, extracdo com HNOz 0,01 mol L e submetido ao procedimento de UAE - banho de ultrassom; (B) As(lll) com
adicdo de Fe?®*, extracdo com HNOz 0,01 mol L* e submetido apenas a aquecimento até 85 °C por 10 min; (C) As(lll)
com adicdo de Fe3*, extracdo com H20 e submetido ao procedimento de UAE - banho de ultrassom; (D) As(Ill) com
adicdo de Fe?®*, extracdo com HNOs 0,01 mol L't e sem aquecimento; (E) As(Ill) com adicdo de Fe3*, extragdo com H20

e sem aquecimento.
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Condigdes de separagéo: Coluna de troca anidnica com eluigdo de 0 - 21 min com (NH4)H2PO4 8,0 mmol L (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: ELAN.
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Como a espécie As(lll) esta presente em baixas concentracdes nas amostras,
foi feito um enriquecimento das mesmas com solucéo de referéncia dessa espécie
(25 pg L) a fim de avaliar se a concentracdo de Fe nas amostras poderia acarretar
a conversdo de As(lll) para As(V). A quantidade de Fe extraida da matriz nas
condicbes otimizadas de extracdo para cada amostra é de cerca de 20% para alga e
peixe e de 87% para arroz da concentracdo de Fe original nas amostras (Tabela 6).
Essa quantidade de Fe extraida das amostras corresponde a concentragdo no
extrato de 0,33, 0,09 e 0,02 mg L? para alga, arroz e peixe, respectivamente. Os
ensaios foram feitos utilizando UAE - banho de ultrassom e as condi¢cdes otimizadas
para cada amostra. Os cromatogramas obtidos estdo mostrados na Figura 17 e &
possivel observar que o As(lll) adicionado nado foi convertido em nenhuma das
amostras, indicando que a concentracdo de Fe presente naturalmente nas amostras
nao influencia na conversdo dessa espécie ou ndo é extraido da amostra em

quantidade suficiente para promover a conversao.
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Figura 17 - Cromatogramas obtidos para (A) alga, (B) arroz e (C) peixe enriquecidos
com 25 ug Lt de As(lll) apds UAE - banho de ultrassom.
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Condicdes de separacao para alga e arroz: Coluna de troca anidnica com eluicdo de 0 - 13 min com
(NH4)H2PO4 8,0 mmol L (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: ELAN.

Condicdes de separacao para peixe: Coluna de troca catidnica com elui¢cdo de 0 - 10 min com piridina
2,0 mmol L (pH 2,65); Instrumento de ICP-MS: ELAN.
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Uma vez que a concentracdo de Fe presente na amostra ndo causou a
conversdo das espécies de As(lll), foram feitos ensaios onde foram adicionadas
concentracdes de Fe3* em trés niveis (2, 5 e 10 vezes) em relagdo aquela existente
em cada uma das amostras. Para isso, foi calculada qual seria a concentracéo de Fe
(com base nos resultados mostrados na Tabela 6) que deveria ser adicionada
considerando a extracdo utilizando 200 mg de amostra e afericdo a 25 mL. Assim,
os extratos tiveram concentragdes de Fe3* adicionadas de 3,2, 8,2 e 16,4 mg L*
para a alga, 0,2, 0,5 e 1,0 mg L* para o arroz e 0,19, 0,47 e 0,94 mg L para o
peixe. Cabe mencionar que nessas concentracdes ndo estdo considerados 0s
valores da concentracdo de Fe presente naturalmente na amostra, uma vez que
esse elemento ndo é totalmente extraido utilizando a condi¢cdo otimizada e nédo é
conhecido o estado de oxidacdo em que esta presente na amostra. Esses
experimentos foram feitos como descrito no item 4.8.2.3, sendo utilizada a UAE -
banho de ultrassom e as condi¢des otimizadas para cada amostra.

Como pode ser observado para a alga (Figura 18), com o aumento da
concentracéo de Fe3*, também ocorre um aumento na area da espécie As(lll) e uma
diminuicdo na area da espécie UK1, bem como pode ser notado um pequeno sinal
para a espécie As(V). Ou seja, além de causar oxidacdo na espécie As(lll), o Fe3*
também influencia na conversédo da espécie UK1 presente na alga. Uma vez que
ndo é conhecida a estrutura dessa espécie, é dificil prever a forma como a adicao de
Fe3* pode reagir com a espécie UK1, ou propor uma reacdo que explique essa
converséao.

No caso do arroz, foi possivel observar o aparecimento do sinal para o As(V)
nos cromatogramas (Figura 19). O fato de n&o ocorrer conversdo de espécies [ou
aparecimento de As(V)] nos outros ensaios utilizando a amostra de arroz pode
i) estar associado tanto a concentracdo de Fe naturalmente presente na amostra
nao ser suficiente para promover esse efeito; ii) pelo Fe estar presente na amostra
em outro estado de oxidacdo (Fe?*, por exemplo) ou iii) o Fe estar ligado a matriz,
estando indisponivel para reacbes com as espécies de As. Para o peixe, ndo foram
observadas variagbes no comportamento das espécies, como estd mostrado na

Figura 20.
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Figura 18 - Espécies de As em alga apds UAE - banho de ultrassom com adicéo de
(A) 3,2, (B) 8,2 e (C) 16,4 mg L* de Fe®* no extrato.
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Condicdes de separacdo: Coluna de troca anibnica com eluicdo de 0 - 20 min com (NH4)H2PO4
8,0 mmol L (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: ELAN.
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Figura 19 - Espécies de As em arroz apds UAE - banho de ultrassom com adic&o de
(A) 0,2, (B) 0,5 e (C) 1,0 mg L de Fe** no extrato.
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Condicdes de separacdo: Coluna de troca anidnica com eluicdo de 0 - 20 min com (NH4)H2PO4
8,0 mmol L (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: ELAN.
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Figura 20 - Espécies de As em peixe apos UAE - banho de ultrassom com adicdo de
(A) 0,19, (B) 0,47 e (C) 0,94 mg L de Fe®* no extrato.
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Condicdes de separacdo: Coluna de troca catibnica com eluicdo de 0 - 10 min com piridina 2,0
mmol L (pH 2,65); Instrumento de ICP-MS: ELAN.



93

5.6 AVALIACAO MORFOLOGICA DAS AMOSTRAS POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

As amostras de alga, arroz e peixe foram caracterizadas por MEV para a
avaliacdo morfologica do material antes e ap6s as extracbes, uma vez que
alteragbes da superficie da amostra poderiam auxiliar na discussédo dos efeitos da
eficiéncia de extracdo. Na Figura 21 estd mostrada a imagem da superficie da
amostra de alga antes e depois da extracdo por UAE - banho de ultrassom, em
condicbes otimizadas. Como pode ser observado, antes do procedimento de
extracdo, a superficie da amostra possuia estruturas retangulares bem definidas em
diversos pontos, apresentando angulo reto e com algumas estruturas menores e
indefinidas sobre esses retangulos. Apos a extracdo, o solido perdeu esse aspecto
definido, passando a ter o aspecto de pequenas esferas irregulares definidas,
embora em alguns pontos seja possivel observar resquicios das formas angulares
presentes anteriormente. A modificagdo da morfologia da amostra pode estar
associada tanto com o ataque pela solucdo acida, quanto aos fendmenos de
cavitacdo que ocorreram no processo de UAE, gerando uma maior desordem na

estrutura.

Figura 21 - Aspecto da superficie da amostra de alga (A) antes e (B) apdés o
procedimento de extragcdo empregando UAE - banho de ultrassom.
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Para a amostra de arroz foi possivel a obtencdo das imagens para todos os
procedimentos de extracdo, como mostrado na Figura 22. E possivel perceber que
ocorreram mudancgas na morfologia em todos as amostras, contudo a mudanca no
aspecto é mais significativa naquelas amostras submetidas a UAE, tanto em banho
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de ultrassom quanto cup horn. Nessas amostras € possivel observar que o padréo
de esferas e formas indefinidas quase desaparece, restando um aspecto de
superficie mais liso (sem esferas na superficie). Por outro lado, quando utilizada a
agitacdo mecéanica ou micro-ondas, o aspecto da superficie preserva algumas
caracteristicas da amostra antes do procedimento de extragdo, como algumas
estruturas ou formas de angulo reto, porém as estruturas mais arredondadas
também néo sdo observadas.

Nesse sentido, como a solucdo extratora utilizada (HNOz 1 mol L?) foi a
mesma para todas as fontes de energia, pode-se concluir que os fendmenos
relacionados ao ultrassom, como cavitacdo, acabaram por gerar modificacbes na
estrutura morfoloégica da amostra. Todavia, como a eficiéncia de extracdo para o
arroz foi proxima a 100% para todos os métodos de extracdo, pode-se inferir que,
para essa aplicacdo e amostra, a alteracdo da superficie e possivel melhor
homogeneizac¢do quando utilizada a UAE, nao foi fator preponderante para melhorar

a eficiéncia de extragao.
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Figura 22 - Aspecto da superficie da amostra de arroz (A) antes e apos o
procedimento de extracdo empregando (B) agitacdo mecanica, (C)
banho de ultrassom, (D) cup horn e (E) micro-ondas para extracao.
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Como discutido para as amostras de alga e arroz, para o peixe também foi
feita a comparagcdo da morfologia antes e apods a extracdo. Pode-se observar
alteracdes na estrutura da amostra (Figura 23). Antes da extracdo havia diferentes
padrées na morfologia da amostra, com estruturas de diferentes formas e tamanhos.

Apés o procedimento de extracdo por UAE - banho de ultrassom foi possivel
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observar uma maior homogeneidade no tipo de estrutura presente, sendo em sua

maioria formas irregulares e indefinidas.

Figura 23 - Aspecto da superficie da amostra de peixe (A) antes e (B) apos o
procedimento de extracdo empregando UAE - banho de ultrassom.
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5.7 QUANTIFICACAO DAS ESPECIES DE ARSENIO APOS PROCEDIMENTO DE
EXTRACAO

5.7.1 Condic0Oes estabelecidas para extracdo de espécies de As em alga, arroz

e peixe

Apods os ensaios onde foram avaliados, tanto a preservacdo das espécies
originais presentes nas amostras, quanto os fatores que podem influenciar na
conversdo durante a extracdo, foram estabelecidas as condicbes de compromisso
para a quantificacdo das espécies em cada uma das matrizes. As condicdes estao
resumidas na Tabela 9, sendo que essas condi¢cdes foram utilizadas para todos os

métodos de extracdo (convencional, MAE e UAE)
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Tabela 9 - Condicdes selecionadas para extracdo de espécies de As em alga, arroz

e peixe.
. Condicéo de extracao escolhida por amostra
Parametro -
Alga Arroz Peixe
Massa de amostra (mg)* 200 200 200
Tempo de extracdo (min) 2,5 2,50u20 2,5
Temperatura de extracéo (°C) 75 75 ou 85 75
~ HNO3 HNO3 0,01 ou

Solucéo extratora 0,01 mol L 1.0 mol Lt H20
Volume de solucédo extratora (mL)* 10 10 10
Volume total (mL)* 25 25 25

*Valores escolhidos sem avaliacéo.

Para a alga, o fator mais importante para a escolha da melhor condicdo de
extracdo foi a concentracdo de HNOs, uma vez que foram obtidas eficiéncias de
extracdo préximas a 100% somente em concentracdes mais elevadas (HNOs 1,0
mol L), porém mediante a conversdo da espécie UK1 em As(lll). Dessa forma,
optou-se pelo uso de HNOz 0,01 mol L para a extracdo, visando preservar a
espécie desconhecida de As. Foi observado que nas condi¢bes estudadas nao
ocorreram melhoras na eficiéncia de extracdo quando utilizadas temperaturas e
tempos de extracdo superiores, logo condicbes de temperatura e tempo de extracéo
mais brandas (75 °C e 2,5 min, respectivamente) foram escolhidas. Nestas
condicdes, a eficiéncia de extracdo das espécies de As em alga foi de 76%.

Para o arroz, foi observado que a concentracdo da solucdo extratora (HNO3),
temperatura e tempo de extracdo influenciavam na eficiéncia de extracdo. Quando
utilizados HNOz 1,0 mol L1, temperatura de extracéo de 75 °C e tempo de extracédo
de 2,5 min foram obtidas eficiéncias de extragcdo adequadas. Adicionalmente,
também foram obtidas recuperacdes satisfatérias quando utilizada concentracéo de
HNO3 de 0,01 mol L. Porém, nesse caso, foi necessaria a utilizacdo de maior
temperatura e tempo de extracdo (85 °C e 20 min, respectivamente). Nos ensaios
feitos para a amostra de arroz, ndo foram observadas conversbes das espécies de
As presentes [As(lll) e DMA] e foram obtidas eficiéncias de extragdo proximas a
100% nas condi¢Oes utilizadas. Assim como para arroz, para peixe foi observada a
estabilidade das espécies presentes na amostra, independente da condicdo

utilizada. Contudo condi¢bes mais brandas, como a utilizacdo de H20 como solucao
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extratora, 75 °C e 2,5 min de extracdo, foram suficientes para proporcionar a

extracao total (cerca de 100%) das espécies de As da matriz.

5.7.2 Quantificacdo das espécies de As em alga, arroz e peixe

Apés definidas as condi¢cdes mais adequadas para a extragdo e com garantia
de estabilidade das espécies de As, foram determinadas as concentracbes das
espécies de As em cada amostra. As extracdes foram feitas usando extracéo
convencional, MAE e UAE (banho de ultrassom e cup horn) para as trés amostras e
todas as espécies presentes foram quantificadas nos extratos. Devido aos baixos
valores de desvio padrdao para todos 0S ensaios, 0S experimentos para a
guantificacdo das espécies de As foram feitos com duas replicatas.

As calibracdes para as quantificacdes das espécies de As nas amostras foram
feitas com solucBes contendo apenas uma espécie de As, sendo DMA para a
calibragéo utilizando a coluna de troca anidnica e AsB para a calibracdo utilizando a
coluna de troca catibnica. Ambas as curvas de calibracdo foram feitas utilizando
concentracdes entre 0,25 e 10 ug L%, as quais foram feitas em triplicata para cada
concentracdo. Esse tipo de calibracdo utilizando apenas uma espécie foi possivel
uma vez que ambos métodos de separacdo cromatogréafica foram feitos no modo
isocratico e que o As no plasma fornece a mesma intensidade de sinal,
independente da espécie quimica. Cabe destacar que a curva de calibracdo para a
coluna de troca anidnica foi preparada em fase mével NHsH2PO4 5,0 mmol L1, para
evitar o drift da linha base, como mencionado anteriormente. As solucdes de
calibracdo para a coluna de troca catidnica foram preparadas em agua ultrapura por
nao apresentar 0 mesmo comportamento de linha base que a coluna de troca
anibnica.

Para obtencéo da relacdo entre a concentracéo e os valores dos sinais para
as solucoes de referéncia, foi utilizada area de pico, integrada utilizando o software
Origin 8. Os picos para as amostras também foram integradas utilizando esse
mesmo recurso. Excepcionalmente para os picos relativos ao DMA na amostra de
alga, estes foram impressos, recortados, pesados e feita a relacdo com a
concentracdo, uma vez que o0 software ndo permitiu uma integracdo correta em
funcéo da resolucdo inadequada, como sera discutido posteriormente. As curvas de

calibragédo estdo mostradas na Figura 24.
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Figura 24 - Curvas de calibracdo para as espécies de As por LC-ICP-MS utilizando
DMA para coluna de troca anionica e AsB para coluna de troca cationica.

1800 - 3500 -
) AsB
1500 - omA 3000 - Q
2500 |
$ 1200 - e
3 S 2000
@ 900 - B
5 " g 1500 - .
E 600 =} .."_.- _= 1000 i "."-.'." 320 3 1 5
| - y =163,8x - 4,6 | - y = 320,3x - 1,
and & R2 = 0,9994 00 R2 = 0,99999
0 ." 0 £ T T T T 1
0 2 4 8 8 10 12 0 2 4 6 8 10
Concentragéao (ug L) Concentragao (ug L)

A seguir, seréo discutidos individualmente os resultados para a quantificacéo
das espécies de As em alga, arroz e peixe. Além desses resultados para a
concentracdo de cada espécie, serdo mostrados os resultados para o somatério das
espécies quantificadas por LC-ICP-MS em cada amostra, bem como o valor de As
total nos extratos e a concentragdo total de arsénio nas amostras (valores de
referéncia) ap6s a decomposicdo por MAD e determinacdo por ICP-MS (como
descrito no item 5.2).

Para a quantificacdo das espécies de As na alga, foram feitas duas diluicdes
do extrato, a primeira delas de 20 vezes, para a quantificacdo da espécie UK1,
presente em maior concentracdo e uma segunda diluicdo de 2 vezes para a
guantificacdo das espécies presentes em menor concentracdo, As(lll), DMA e uma
espécie desconhecida identificada como UK2. Os resultados para a quantificacdo de
espécies de As na alga estdo mostrados na Tabela 10, enquanto os valores de
eficiéncia de extracdo, recuperacao cromatogréafica e balanco de massa para as trés

amostras estao mostrados na Tabela 11.
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Tabela 10 - Quantificacdo de espécies de As em alga por LC-ICP-MS utilizando diferentes métodos de extracdo e HNOs 0,01
mol Lt como solucéo extratora. Resultados expressos em pg g* (média + SD, n = 2).

i . Espécies de As (LC-ICP-MS) As total
Método de extracédo — —
As(lI) DMA UK1 UK2 2 espécies  Extracao/ICP-MS
Extrac&o convencional 0,341 +0,060 0,307 +0,052 13,7+0,4 0,288 0,039 14,6 £ 0,4 14,7+0,3
MAE 0,413+0,028 0,335+0,007 13,0+0,9 0,278 +0,035 14,0+ 0,9 14,4+0,2
UAE - banho de ultrassom 0,307 £ 0,012 0,278 +0,013 13,5+0,1 0,290 + 0,028 144 +0,1 13,8+0,8
UAE - cup horn 0,313 + 0,008 0,281+0,031 136x0,2 0,282+0,001 14,4 £ 0,2 141+£0,1

Valor de referéncia para As (MAD/ICP-MS) para alga: 18,8 + 1,8 ug g*

Tabela 11 - Eficiéncia de extracdo, recuperacdo cromatografica e balanco de massa para
arroz e peixe. Valores expressos em %.

extracdo de espécies de As em alga,

Alga Arroz Peixe
Método de iciénci PN .
ex{a040 EflCéIeenma Recuperacio Balanco Ef|0élin0|a Recuperacio Balanco EflCéeenua Recuperacio Balanco
extracio cromatografica massa extracio cromatografica massa extracio cromatografica massa

Extrac&o
convencional 78 100 77 109 106 116 99 105 103
MAE 75 98 73 106 103 108 101 102 103
UAE - banho 77 104 80 99 100 99 92 01 84
de ultrassom
UAE - cup 77 102 79 112 107 120 102 103 105

horn
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A concentracdo da espécie UK1 presente em alga variou entre 13,0 e 13,7
ug g, quando considerados os quatro métodos de extracdo utilizados, sendo que o
desvio padréao relativo (RSD) para as medicdes foi inferior a 7% para todos 0s casos,
mesmo executando os experimentos em duplicata. A concentracdo das espécies
As(lll), DMA e UK2 variaram de 0,278 a 0,413 pg g* nas determinagées feitas em
alga, representando uma fragcdo muito pequena (cerca de 2% para cada espécie) na
concentracéo total de As presente nessa amostra. Na Figura 25 estdo mostrados os
cromatogramas para alga nas duas dilui¢cdes utilizadas para quantificagéo.

Como é possivel observar para o extrato com fator de diluicdo de 2 vezes, a
resolucdo entre os picos de DMA e UK1 néo foi adequada. Uma vez que ocorreu
sobreposicao parcial entre os picos, a integracdo feita pelo software Origin 8 foi
dificultada, tendo em vista que diversas vezes a area dos picos nédo foi considerada
corretamente pelo software. Desse modo, optou-se por integrar o pico do DMA pela
massa, de forma a estabelecer uma relacdo com a massa do pico de As(lll)
(“integrado” corretamente), tornando possivel a quantificacdo com maior exatidao
para a espécie DMA. Para isso, 0s cromatogramas foram impressos, 0S picos
recortados de acordo com o mesmo padrdo, pesados e, posteriormente, a
concentracdo de As(lll) e a massa do papel de cada pico foi usada para obter uma
relacéo pela qual foi calculada a concentracdo de DMA.

O somatério da concentracdo de todas espécies presentes na alga variou
entre 14,0 e 14,6 pug g, o que representa uma eficiéncia de extracdo entre 75 e
78%, quando comparada a concentracdo de As total determinada por ICP-MS apos
decomposicdo da amostra por MAD. Como discutido anteriormente, apesar dessas
condicdes de extracdo apresentarem eficiéncia de extracao razoavel, apenas com a
utilizacdo de HNOsz 0,01 mol L foi possivel a preservacdo da espécie UK1 e
nenhum dos ensaios para melhorar a eficiéncia ajudou a aumenta-la. Nesse sentido,
cabe destacar que a recuperacdo cromatografica para a quantificacdo das espécies
de As em alga variou de 98 a 104%, mostrando que apesar de ndo ser obtida uma
eficiéncia de extracdo proxima a 100%, a quantificacdo das espécies nos extratos foi
adequada. Quando consideradas a eficiéncia de extracdo e a recuperacdo

cromatografica para alga, o balan¢co de massa calculado variou entre 73 e 80%.
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Figura 25 - Cromatogramas para espécies de As em alga. (A) Extrato diluido 20
vezes, (B) extrato diluido 2 vezes, (C) detalhamento do cromatograma
mostrado em B.
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Condicdes de separacdo: Coluna de troca anibnica com eluicdo de 0 - 18 min com (NH4)H2PO4
8,0 mmol L (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: ELAN.
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Na Tabela 12 estdo mostrados os resultados para a quantificacdo das
espécies de As na amostra de arroz, onde foi utilizada apenas uma diluicdo de 2
vezes, pois a concentracdo das espécies de As nessa amostra € bastante baixa.
Contudo, foi necessaria a diluicdo para adequacdo da fase mdvel para que nédo
ocorresse o drift da linha base. Nessa amostra foi possivel quantificar as espécies
de As(lll) e DMA (Figura 26) em todos os procedimentos de extracdo. No caso do
arroz, € possivel observar que foi obtida uma boa eficiéncia de extragédo (entre 99 e
112%), quando considerada a concentracdo obtida pelo somatorio das espécies e a
determinada pela medicdo de As total nos extratos. Adicionalmente, foram obtidas
recuperacdes cromatograficas entre 100 e 107%, enquanto que o balanco de massa
variou entre 99 e 120%. Isso corrobora com o fato discutido durante os ensaios de
otimizagdo da extragdo das espécies de As em arroz, onde sé foi possivel obter
extracdo quantitativa quando utilizadas concentracfes mais elevadas de HNOs, bem
como maior tempo e temperatura de extracao.

Quanto ao procedimento de extracao utilizado para a amostra de arroz, pode
ser observado na Tabela 12 que as concentracdes das duas espécies [As(Ill) e
DMA] foram similares, exceto para UAE - cup horn, para qual foi obtida uma maior
concentracdo de As(lll) que nos outros extratos. Contudo, os valores de
concentracdo para a espécie As(lll) ndo apresentaram diferenca significativa
(ANOVA, p > 0,05), bem como os resultados para concentracdo de DMA pelos
diferentes métodos de extracdo. Cabe destacar que os resultados obtidos pelo
somatorio das espécies, e pela concentracdo de As total, tanto nos extratos quanto

nos digeridos, ndo apresentaram diferenca significativa (ANOVA, p > 0,05).
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Tabela 12 - Quantificacdo de espécies de As em arroz por LC-ICP-MS utilizando diferentes métodos de extragcdo e HNOs 1,0

mol Lt como solugédo extratora. Resultados expressos em pg g* (média + SD, n = 2).

Método de extracédo

Espécies de As (LC-ICP-MS)

As total

As(llN) DMA Z espécies Extragdo/ICP-MS
Extracdo convencional 0,143 + 0,009 0,632 +£ 0,013 0,774 £ 0,016 0,728 + 0,081
MAE 0,136 £ 0,042 0,618 £ 0,021 0,753 £ 0,047 0,734 + 0,036
UAE - banho de ultrassom 0,128 + 0,004 0,578 £ 0,014 0,706 £ 0,014 0,707 £ 0,077
UAE - cup horn 0,189 + 0,055 0,610 + 0,027 0,799 £ 0,062 0,747 £ 0,061

Valor de referéncia para As (MAD/ICP-MS) para arroz: 0,713 + 0,008 ug g*

Figura 26 - Cromatograma para espécies de As em arroz.
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Condigdes de separagdo: Coluna de troca anidnica com eluigdo de 0 - 18 min com (NH4)H2PO4 8,0 mmol L* (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: ELAN.



105

Para peixe, como esperado e relatado na literatura,’®> a espécie presente
majoritariamente foi a AsB, necessitando um fator de diluicdo de 100 vezes para
essa quantificacdo. Os valores mostrados na Tabela 13 corroboram com essa
informag&o, onde a concentragcdo de AsB nos extratos variou entre 60,6 e 67,2
ug g, ndo apresentando diferenca significativa (ANOVA, p > 0,05) entre os
diferentes procedimentos de extracao.

A quantificacdo das demais espécies nos extratos foi feita utilizando um fator
de diluicdo de 2 vezes. Cabe destacar, como mostrado na Figura 27, que 0s picos
para as espécies de As(lll), As(V) e UK4 foram pouco intensos, sendo que para
alguns ensaios a concentracdo dessas espécies ficou proxima ao LOQ do método.
Por outro lado, a espécie UK3 possui um sinal mais intenso, podendo ser
guantificada em todos extratos de peixe, com concentracdo variando entre 0,567 e
0,588 pg g?, ndo apresentando diferenca significativa (ANOVA, p > 0,05) entre os
meétodos de extracao.

Quanto ao somatoério da concentracdo das espécies nos extratos, cabe
destacar que nao foram considerados os resultados daquelas que ficaram abaixo do
LOQ. Os somatérios, a concentracao de As total nos extratos e a comparacao com a
concentracdo de As total obtida por MAD/ICP-MS ndo apresentaram diferenca
significativa (ANOVA, p > 0,05). Ainda sobre a concentracdo de As nos extratos,
essa representa uma eficiéncia de extracao entre 92 e 102%.

Adicionalmente, como forma de avaliacdo da exatiddo, em todos os ensaios
para as trés amostras foram feitos ensaios de recuperacdo, com adicdo de
concentracdo conhecida de espécies de As. Esses ensaios foram feitos adicionando
o equivalente a 5,0 ug L das espécies de As(lll) e DMA no extrato de alga (2 vezes
diluido), 2,5 ug L de As(lll) e DMA no extrato de arroz (2 vezes diluido) e 5,0 ug L*
de AsB no extrato de peixe (100 vezes diluido). Essas espécies foram escolhidas por
estarem presentes nas amostras e o detalhamento do cromatograma esta mostrado
na Figura 28. Desse modo, o ensaio de recuperacao teve por finalidade também
avaliar se poderia estar ocorrendo alguma supressao ou aumento de sinal, bem
como para confirmagdo do tr das espécies. Nesses ensaios foram obtidas boas
recuperacoes, entre 93 e 113%, e n&o foi observada alteracdo no tr para as

espécies conhecidas presentes na amostra.
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Tabela 13 - Quantificacdo de espécies de As em peixe por LC-ICP-MS utilizando diferentes métodos de extracdo e H20 como
solucéo extratora. Resultados expressos em pg g* (média + SD, n = 2).

i . Espécies de As (LC-ICP-MS) As total
Método de extracdo - ~
As(lI1) DMA AsB UK3 UK4 2 espécies  Extracao/ICP-MS
Extragdo convencional <0,06 0,064+0006 649+0,3 0,580+0,028 0,063+ 0,001 65,6 + 0,4 62,5+ 8,7
MAE < 0,06 < 0,06 66,6 £2,6 0,588 +0,004 0,064 £ 0,005 67,3+£2,6 659+2.1
UAE - banho de ultrassom <0,06 0,075+0,005 60,6+2,3 0,577+0,017 0,060+ 0,005 61,3+£2,3 67,0£3,9
UAE - cup horn <0,06 0,061+0,003 67,2+0,2 0,567+0,025 0,059+ 0,003 67,9+0,2 66,0 £ 2,6

Valor de referéncia para As (MAD/ICP-MS) para peixe: 65,9 + 1,5 ug g*
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Figura 27 - Cromatogramas para espécies de As em peixe. (A) Extrato diluido 100
vezes, (B) extrato diluido 2 vezes, (C) detalhamento do cromatograma
mostrado em B.
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Condicdes de separacdo: Coluna de troca catibnica com eluicdo de 0 - 10 min com piridina
2,0 mmol L (pH 2,65); Instrumento de ICP-MS: ELAN.
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Figura 28 - Cromatogramas para ensaio de recuperacdo nos extratos de (A) alga,
(B) arroz e (C) peixe.
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Condicbes de separacdo para A e B: Coluna de troca anibnica com eluicdo de 0 - 21 min com
(NH4)H2PO4 8,0 mmol L* (pH 8,0); Instrumento de ICP-MS: ELAN

Condicdes de separacdo para C: Coluna de troca catidnica com eluicdo de 0 - 10 min com piridina
2,0 mmol L (pH 2,65); Instrumento de ICP-MS: ELAN.
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Na Figura 29 estd mostrado um fluxograma que resume 0s principais fatores
que foram observados quanto a eficiéncia de extracdo e estabilidade das espécies

de As nas amostras de alga, arroz e peixe.

Figura 29 - Fluxograma sobre os parametros de extracdo avaliados e suas
influéncias na eficiéncia de extracao e estabilidade das espécies de As.
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6 CONCLUSAO

A andlise de especiacdo requer muitos cuidados e condigbes que
proporcionem a estabilidade das espécies desde a etapa de preparo de amostra até
o momento da medicdo. Em virtude disso, a utilizacdo de diferentes métodos de
extracdo € possivel, embora muitas vezes, os efeitos dos métodos utilizados na
preservacao das espécies de As nao sejam discutidos e estudados criteriosamente
nas publicacdes que tratam sobre o tema. De acordo com os objetivos propostos, e
sobre os métodos de extracdo, com diferentes fontes de energia e agitacao, foi
possivel observar que ndo houve diferenca entre os resultados para extracao
utilizando extragdo convencional, MAE e UAE (banho de ultrassom e cup horn).
Dentre os parametros que tiveram maior influéncia estdo a temperatura de extragao,
concentracdo de HNOs utilizado como solugéo extratora e adicdo de Fe3*. Contudo,
o comportamento em termos de eficiéncia de extracdo e estabilidade das espécies
de As ndo foi 0 mesmo para todas as amostras e espécies de As.

Para a alga, a espécie majoritaria (UK1) ndo € estavel em concentracdes de
HNO3 superiores a 0,01 mol L, tampouco com a adicdo de Fe3* com concentragéo
superior a 3,2 mg L. A espécie gerada pela conversdo possui o0 mesmo tr que o
As(Ill), podendo assim assumir que a UK1 foi parcialmente convertida para As(lll).
Adicionalmente, no aspecto da quantificacdo, a solugéo extratora de HNO3z 0,01 mol
Lt ndo foi capaz de possibilitar a extracdo total das espécies de As em nenhuma
condicdo estudada, perfazendo uma eficiéncia de extracdo de cerca de 76%,
recuperacdo cromatografica de cerca de 100% e balanco de massa entre 73 e 80%.

Para o arroz, foi possivel observar que a eficiéncia de extracdo € dependente
tanto do tempo de extracdo quanto da temperatura de extracdo e da concentragao
da solucdo extratora. Contudo, diferentemente da alga, a concentracdo da solucéo
de HNO3 (até 1,0 mol L'') ndo causou conversdo das espécies, pois as espécies de
As(ll) e DMA nédo foram convertidas, possibilitando assim a utilizagdo dessa
solucéo. A conversédo das espécies de As no arroz foi observada apenas quando da
presenca no extrato de concentracdes superiores a 0,2 mg L de Fe3*. Nesse caso,
a presenca de Fe3* poderia estar influenciando tanto no equilibrio entre as espécies
IAs, quanto na conversdo do DMA, uma vez que a propor¢cao entre a concentracao
de As(lll) e DMA manteve-se na amostra.
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Diferentemente das amostras anteriores, no peixe foi possivel observar que a
espécie AsB é estavel e condicdes onde apenas H20 é utilizada como solucéo
extratora sdo suficientes para a extracdo quantitativa desta espécie de As. Além
disso, néo foi possivel observar condigcdes onde a espécie AsB fosse convertida a
outra espécie de As, nem mesmo quando da presenca de Fe** ou HNOs em
diferentes concentracoes.

Assim, esse trabalho colabora para identificar possiveis variaveis para os
estudos quanto a conservacdo das espécies de As, podendo ser utilizado
futuramente para investigacdo no que diz respeito a reacfes de conversdo de
espécies de As, além de indicar quais fatores podem vir a prejudicar a confiabilidade
na determinacdo de espécies de As em diferentes tipos de matrizes, bem como
guais fatores podem melhorar ou piorar a eficiéncia de extracdo de algumas

espécies.
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