UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
DISSERTACAO DE MESTRADO

Quantificacdo de As inorganico em alimentos derivados de arroz mediante

geracdo de hidretos e espectrometria de absorcéo atémica

GREICE MAGALHAES DOS SANTOS

Porto Alegre, agosto de 2016.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

GREICE MAGALHAES DOS SANTOS

Quantificacdo de As inorganico em alimentos derivados de arroz mediante

geracdo de hidretos e espectrometria de absorcéo atomica

Dissertacdo apresentada como requisito parcial para a

obtencdo do grau de Mestre em Quimica

Prof.2 Dr2 Dirce Pozebon

Orientadora

Porto Alegre, agosto de 2016.



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

A presente dissertacdo foi realizada inteiramente pela autora, exceto as
colaboracdes as quais serdo devidamente citadas nos agradecimentos, no
periodo entre 08/2015 e 06/2016, no Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, sob orientagdo da Professora Doutora Dirce
Pozebon. A dissertacdo foi julgada adequada para a obtencdo do titulo de
Mestre em Quimica pela seguinte banca examinadora:

Comissao Examinadora:

Sohume. Rt @Zw

Profé. Dr?. Fabrina Regia Stumm Prof. Dr. Diogo Pompéu de Moraes
Bentlin

E%Q\ | Eﬁ@ (ﬁb@‘?‘mA

Profe. Dr2. Tania Mara Pizzolato Prof.2 Dr2 Dirce Pozebon

WWWMW

Greice Magalhdes

dos Santos

Greice Magalh&es dos Santos



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

“Um cientista em seu laboratério ndo ¢ um mero técnico; €
também uma crianca que confronta os fenémenos naturais que o

impressionam como faziam os contos de fada.”

Marie Curie

Greice Magalh&es dos Santos



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente & minha querida orientadora, Profa. Dra. Dirce Pozebon, que
me aceitou como sua aluna na metade de minha trajetéria na pés-graduacdo e, com muita
dedicacéo e paciéncia, auxiliou-me até o fim de mais essa etapa em minha vida académica.
Agradeco também ao Prof. Dr. Diogo de Pompéu Moraes e a colega Ms. Camila Cerveira
pela grande ajuda com o equipamento de HG-AAS, quando tive inimeras ddvidas e
dificuldades em seu uso. Obrigada pela paciéncia e pela dedicacdo em me auxiliar na
concluséo do meu trabalho.

Aos meus pais lara Regina e Nelson Artur, bem como minha irmd Stéfanie e minha
avo Maria, agradeco pelo amor incondicional, pela compreensdo com meus horarios
complicados para estar em familia (ou ate a falta deles...) e por sempre estarem dispostos a me
ajudar quando deles precisei. Dedico esse trabalho a eles, que sempre acreditaram em mim,
mesmo quando eu ndo acreditava mais... Amo muito vocés, infinitamente!

A minha querida bolsista, Jéssica Fraga, agradeco n3o so pelo excelente trabalho e
pela ajuda para que eu pudesse concluir meu estudo, mas também e, principalmente, pela
grande amizade e companheirismo que nela encontrei. Muito obrigada por tudo! A minha
colega de grupo de pesquisa e grande amiga desde o primeiro semestre de graduacdo, Camila
Martins, agradeco pela companhia e pela ajuda com meu trabalho. Para sempre minha dupla!
Ao colega Guilherme Schefller, apesar de pouco tempo juntos no laboratorio, agradeco pela
ajuda e pelos artigos que me passou para ajudar na revisao bibliogréafica.

Aos meus queridos amigos de jornada académica e do meu antigo grupo de pesquisa,
Janine Viscardi, Kacris Matos e Gustavo Bolzan, agradeco ndo s6 pela ajuda com o meu
antigo trabalho como pela grande amizade que nasceu entre nds. Vocés sempre tornaram
meus dias muito mais alegres; adoro vocés, “mis” amores! Aos queridos amigos que a
graduacdo me trouxe, Cassia Ribeiro, Allan dos Santos Polidoro e Hermann Gehlen, agradeco
pela amizade e pelo companheirismo, por sempre estarem presente na minha vida.

Ao meu namorado e amigo, Matthaus, agradeco pelo amor, companheirismo e
felicidade que trouxe para minha vida. Te amo!

Um forte agradecimento a todos que, de alguma forma, tornaram possivel o

encerramento de mais essa etapa de minha vida académica. A CAPES pelo auxilio financeiro.

Greice Magalh&es dos Santos



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt e s st e e s st e e e s s abaee s saanbeeessataeeesnnnees 6
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS ........ooiieeeceeeeeeeteeeeeseeeeeeeeves st eesessssssesenenas 9
RESUMO .ttt s sttt e e sttt e s sab bt e e s sab b et e s s abae e e s sasbeeessabeeeesanbeaeesanreaeeanns 11
AB ST RACT ettt e s sttt e s st et e s s e bt e e e st e e e e st ba e e e e abaeeesabaeeesanraeeeenn 12
1. INTRODUGAO . ..ottt ettt ettt ettt st ettt e s et et at s s s s neneneens 14
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....ooouiiiiiieieineieieisise st 17
2.1. ARROZ E SEUS DERIVADOS.......oo ettt ettt ettt ettt s 17
2.1 L ATTOZ e e e 17
2.1.2. Produtos @ Dase d& @rFOZ .........c.cceeveriirininiiesees s 18

2.2. CONTAMINANTES INORGANICOS .....covumirimiriiiiniineiesensensiseieieiessessessessessssessenssnees 21
2.2.0 ATSBINIO c.cniiicee et nr e 21

2.2. 1L HISEOFICO ...ttt ettt 21
2.2.1.2 CaracteriStiCas € OCOIMTENCIA ......c..eecuerrieriirieierieee ettt 22
2.2.1.3 TOXICIAAAR A0 AS.....eiriiiiiiiiiiieiieite ettt sttt s sne e 24

2.3. CONTAMINACAO DE ALIMENTOS POR AS.......ocoiuireeeeeeereeseeeseeeieeesesesessessassesenenen. 27
2.3.1 Contaminacao do arroz e SEUS derivadosS........c..eecveieiieeeiiee e 28

2.4. ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA .....eeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e ee s eveseseesnessenees 30
2.4.1. Preparo de amostras para eSpeciacao qUIMICA .........ccveerveerieeeiree e ereesreeesvee e 32
2.4.2. Métodos de extragao das SPECIES U8 AS......ccccueieicieieiieeeeee e e sreeesreeeae e sree e saeeeeareas 33
2.4.3. Separacdo, quantificacéo e deteccao das eSPECIies de AS.....cccvvvvvceeerieeereeecceeeciee e, 34

2.5. TECNICA DE GERACAO DE HIDRETOS (HG) ....oovvviveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseneeveee e, 35
2.5.1. Andlise de especiacdo quimica de As mediante geracao de hidretos...........cccccceevueeneee. 37

S OBUIETIVO ettt sttt e ettt e e st e e st e e e st et e e et e e e et e e e e enres 41
4. PROCEDIMENTO EXPERIMENT AL ...ttt e 43
4.1 INSTRUMENTAGAOQ ..ottt ena et s s san s snasassssnaneeaes 43
4.2. MATERIAIS E REAGENTES ...ttt 44
4.2.1 Limpeza do material UtiliZado...........ccocoveieiiiiiiii ettt 45

4.3. AMOSTRAS E PREPAROD ..ottt ettt ettt 46
A3 L AS TOLAL. ... et 47
4.3.2 Procedimento utilizado para especiagdo quimica de AS.........ccceeveereeerieeneesieeenieeneeenns 48

5. RESULTADOS E DISCUSSAO ......ooiiieeiiieeieieeeeeeeeseeesies s s esesesessssssnesassesssasssssanesenns 50

Greice Magalh&es dos Santos



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

5.1. DESENVOLVIMENTO DO METODO........c.cooiiieieeeeeteteeeeeseeeesesese s eesessssssesennans 50
5.1.1 Efeito da adicdo de ar no separador gas-liquido...........ccocereriineiiiniineneceee 50
5.1.2 Efeito do gas de arraste, da al¢a de reacao e da vazao dos reagentes ............c.cceeeveennen. 52
5.1.3 Influéncia das concentracdes de HCl e NaBH,.......ccooviiiiiiniiiiiiiiicceceeee, 54

5.2 CONDICOES PARA A REDUCAO DO As INORGANICO ........cocoovvreeeeeeeeeeeennans 57

5.3 SENSIBILIDADE, PRECISAO E EXATIDAO .......oiiieeeeeeeeeeeeeeee e eesesesssenennans 59
5.3.1 Par@Gmetros de METILO ......ccceviririririerieses s 59
5.3.2 Validagao da exatidd0 d0 MELOTO.........cueevuierieiieeiiecte ettt 61

5.4 DETERMINA(}AO DE AS TOTAL ettt ettt sree e s s 65

5.5 DETERMINAGAO DE AS INORGANICO .......ovvieeeieeeeeeeeeeeeeeee e 68

8. CONCLUSOES.......couiuuiiriirireiieiieiseeie i ss bbbt 73
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt n st 76

Greice Magalh&es dos Santos



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: A planta de arroz absorve As, a medida que as raizes absorvem Si, presente na agua
e no solo, pelo mesmo mecanismo de transporte. As setas indicam o caminho que o As
percorre do solo até a 4gua da superficie, depois indo para o paniculo e, por fim, para os graos
de arroz. Adaptado de Bhadha et al.22...........c.cvvivieeeeiee e 29
Figura 2. Esquema do sistema empregado para a geracdo de hidretos e posterior detecgédo do
As mediante a técnica de AAS. O carreador utilizado foi o HCI (4 mL min ™) e o agente
redutor foi 0 NaBH, (4 mL min ™); alca de amostragem: 250 pL; vazio de argdnio: 50 mL
min " e vaz&o de ar introduzido no separador gés-liquido: 1,65 mL min .............cccoceeee. 44
Figura 3. Influéncia da adicdo de ar no separador gas-liquido na absorbancia do As para 10
ng L™ de As (V). Como carreador da solucdo de As foi utilizado HCI6 mol L™................. 51
Figura 4. Influéncia da adicdo de ar no separador gas-liquido na absorbancia do As (1), na
concentracdo de 10 pg L™. O carreador da solucdo de As (I11) foio HCI 10 mol L™ .......... 52
Figura 5. Efeito observado para a vazdo do gas de arraste na absorbancia integrada do As(l11)
na concentracdo de 25 pug L™. Condicdes utilizadas: NaBH4 0,5% (m/v) e HCI 1 mol L™. Os
resultados mostrados sdo a média e o desvio padrdo de 10 determinaces. Adaptado de
CRIVEITA D ..ttt ettt ettt 53
Figura 6. Efeito da vazdo do NaBH,; e do HCI na absorbancia integrada do As(lll) na
concentracdo de 25 pg L™. CondicBes utilizadas: NaBH4 0,5% (m/v) e HCI 1 mol L™. Os
resultados mostrados sdo a média e o desvio padrdo de 10 determinaces. Adaptado de
OS]4V ST 54
Figura 7. Influéncia da concentracdo do NaBH, nas absorbancias do As(l11), As(V), DMA e
MMA, na concentragio de 10 pg L™ para cada espécie. O carreador utilizado foi o HCI 6 mol
L™, Adaptado de Cerveira. ... ..ot ettt 55
Figura 8. Influéncia das concentracdes de HCI (a) e de NaBH, (b) nas absorbancias do
As(II), As(V), DMA e MMA, na concentragio de 10 pg L™ para cada espécie. Condigdes
utilizadas: (a) NaBH,40,1% (m/v); (b) HCI 10 mol L™. Adaptado de Cerveira.................. 56
Figura 9. Influéncia da concentracdo de NaBH, nas absorbéancias do As(l1), As(V), DMA e
MMA, na concentra¢do de 10 ug L™ para cada espécie, submetidas & etapa de pré-reducéo
com Kl (5% m/v) e &cido ascorbico (1% m/v) em HCI 1,2 mol L™, Condig®es utilizadas: HCI
10 mol L™, Adaptado de Cerveira™. ..........ooueoeeeeeeeeee ettt 58

Greice Magalh&es dos Santos 6



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

LISTA DE TABELAS

Tabela I: Compostos de As investigados em estudos sobre especiacdo do elemento. Adaptado
e Barra et @l .. oo 23
Tabela I1: Limites maximos de As em alimentos, definidos pela ANVISA>™% ............... 28
Tabela I1l: Ndmero de publicacbes envolvendo especiacdo de As em alimentos, com
destaque para o arroz e seus derivados. Adaptado de Lynch et al.®’
Tabela V. Relacdo das amostras de alimentos sdlidos a base de arroz analisadas. ............. 46
Tabela V. Relacdo das amostras liquidas dos produtos a base de arroz analisadas e
respectivos fatores de diluicdo das analises efetuadas. ..............uueeeiiieeiiieieiiiiiiie e e 47
Tabela VI. Condi¢des do método de determinagdo de As total, As(lll) e As inorganico em
alimentos derivados de arroz, POr HG-AAS. .....eiii i 59
Tabela VII. Limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) instrumental e do método para as
amostras sélidas e parametros da curva de calibragao. ...........ccooeeevvveeeiiiiiiiii e, 60
Tabela VIII. Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método para as amostras
liquidas. O LD e o LQ instrumental sdo citados na Tabela VII. ...........cccovvviiiiiniieeniienins 60
Tabela IX. Recuperacdo do As total adicionado as amostras sélidas de alimentos a base de
arroz, de forma a obter 2 pg L™ do elemento no extrato. Os resultados sdo a média e o desvio
padrdo de trés determinacOes (N=3). vuvvuuiieeeeieeeeeiiiies e e e e e e e et e e e e e e e e e e eara e a e e e e eaeeannnnes 61
Tabela X. Recuperacdo do As(lll) adicionado as amostras solidas de alimentos a base de
arroz, de forma a obter 4 ug L™ do elemento N0 eXtrato ...........cveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 62
Tabela XI. Recuperacdo do As(V) adicionado as amostras solidas a base de arroz, de forma a
obter 4 g L™ d0 elemMeNnto NO XIIALO ...........coveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e e ee e e eeeeees 63
Tabela XII. Resultados da analise dos materiais de referéncia de farinhas de arroz. Os
resultados sdo a média e o desvio padrdo de trés determinacdes (N =3).......cvveeeeeeeeerreennnnns 63
Tabela XI11. Recuperacdo do As total adicionado as amostras liquidas a base de arroz. ..... 64
Tabela XIV. Recuperacdo do As(lll) adicionado as amostras liquidas a base de arroz, de
forma a obter 1 ug L™ da espécie na amostra diluida. ...........c.ccccvevrverieeeeseeeieeeeeeens 65
Tabela XV. Concentracdo de As total encontrada nas amostras de alimentos a base de arroz

analisadas. Os valores sdo a média e o desvio padrdo de trés determinacgdes (n = 3)............ 66

Greice Magalh&es dos Santos



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Tabela XVI. Concentracdes para As total encontrada nas amostras liquidas a base de arroz
analisadas por ICP-MS e HG-AAS. Os valores s8o a média e o desvio padrdo de trés
AetermMINACOES (N = 3). cooeei i i e 67
Tabela XVII. Concentracdo de As inorganico, As(lll), As(V) e As total, encontrada nas
amostras sdlidas de alimentos a base de arroz analisadas. Os valores sdo a média e o desvio
padrdo de trés determinagOes (N = 3). ...uuuuuuuuuruuniiiiiiiiiiii e 70
Tabela XVIII. Concentracdo de As(l1l) encontrada nas amostras liquidas a base de arroz
analisadas. Os valores sdo a média e o desvio padrdo de trés determinagdes (n = 3)............ 71

Greice Magalh&es dos Santos



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AAS: Espectrometria de Absor¢do Atdmica, do inglés, “Atomic Absorption Spectrometry”.
AES: Espectrometria de Emissdo Atdmica, do inglés, “Atomic Emission Spectrometry”.

AFS: Espectrometria de Fluorescéncia AtOmica, do inglés, “Atomic Fluorescence

Spectrometry”.

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.

As(I11): arsenito.

As(V): arsenato.

As: arsénio.

AsB: arsenobetaina.

AsC: arsenocolina.

CRM: material de referéncia certificado; do inglés, “Certified Reference Material .

DMAC(111): &cido dimetilarsenioso.

DMA(V): &cido dimetilarsinico.

FAO: Organizacdo de Alimentos e Agricultura das Nacbes Unidas, do inglés, “Food and

Agriculture Organization of the United Nations ™.

FD: fator de diluicéo.

FDA: Administracdo de Comidas e Remédios; do inglés, “Food and Drug Administration”.
HG: geracdo de hidretos; do inglés, “Hydride Generation”.

HG-AAS: Espectrometria de Absorcdo Atbmica com Geracdo de Hidretos, do inglés,

“Hydride Generation -Atomic Absorption Spectrometry”.

HPLC: Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia; do inglés, “High Performance Liquid
Chromarography”.

HPLC-ICP-MS: Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massa com Plasma Indutivamente Acoplado; do inglés, “High Performance Liquid

Chromatography-Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry”.

Greice Magalh&es dos Santos



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

IARC: Agéncia Internacional de Pesquisas em Cancer; do inglés, “International Agency for

Research on Cancer”.

ICP-MS: Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado; do inglés,

“Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry”.

IRMM: do inglés, Institute for Reference Materials and Measurements.
IUPAC: do inglés, “International Union of Pure and Applied Chemistry”.
LD: Limite de deteccéo.

LQ: Limite de quantificacéo.

m/v: massa por volume.

MMA(I11): &cido monometilarsenioso.

MMA(V): acido monometilarsonico.

NIST: do inglés, “National Institute of Standards and Technology”.
rpm: rotagdes por minuto.

RSD: desvio padréo relativo: do inglés, “Relative Standard Deviation”.
SPE: extracdo em fase solida: do inglés, “Solid Phase Extraction”.
UFSM: Universidade Federal de Santa Maria.

v/v: volume por volume.

WHO: Organizacdo Mundial da Saude; do inglés, “World Health Organization”.

. ~ 10
Greice Magalh&es dos Santos



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

RESUMO

No presente estudo, desenvolveu-se um método de analise de especiacdo de As
inorganico em alimentos derivados de arroz, mediante a técnica de geracdo de hidretos (HG)
associada a espectrometria de absorcdo atbmica (AAS). As condicdes para a geracao seletiva
dos hidretos de As(l11) e As inorganico, e As total foram HCI 10 mol L™ e NaBH4 0,1%
(m/v), HCI 6 mol L™ e NaBH,4 0,5% (m/v), respectivamente. Vinte amostras de alimentos a
base de arroz comercializadas no Rio Grande do Sul foram analisadas, incluindo bolacha,
massa, leite em pd, farinha, mistura para bolo e arroz para sushi; também foram analisadas
amostras liquidas tais como vinagre, cerveja, vinho e bebidas lacteas. Nessas amostras, 0 As
total foi quantificado apds extragdo alcalina com K;S;05 2% (m/v) e HNO3 10% (v/v) sob
aquecimento em banho-maria a 90 °C, seguido da determinacdo do As por HG-AAS. O limite
de deteccdo do As total foi 6,8 ng g™. As espécies de As nas amostras solidas foram extraidas
utilizando-se HNO3 0,28 mol L™ e aquecimento em banho-maria a 95 °C, sendo que, nessas
condicdes, ndo ocorre a interconversdo das espécies. Para a quantificacdo do As inorganico,
foi necessaria a pré reducdo do As, com o emprego de solucdo de Kl/acido ascorbico, em
meio 4cido. Os limites de deteccdo do As(IIl) e As inorganico foram 5 ng g e 11 ng g™,
respectivamente. As concentracdes de As(IIl) e As inorganico nas amostras analisadas
variaram, respectivamente, de 9,5+ 0,6 a71,8+6,1nggte23,7+69a82,9+4,7ngg™". A
concentracdo de As(V) foi obtida por diferenca. A concentracdo de As total variou de 20,3 a
124 ng g*. As amostras liquidas, para determinacdo do As total e do As (l11) presente, foram
simplesmente diluidas com HNO3 0,28 mol L™, uma vez que testes preliminares mostraram
melhor exatiddo mediante diluicdo das amostras, ao invés da extracdo com K;S,;0g 2% (M/V)
e HNO3; 10% (v/v). Os limites de deteccdo do As total variaram de 0,34 a 1,70 pg L™,
enquanto que os do As(l11) variaram de 0,50 a 2,50 pg L™. Com o intuito de se avaliar a
exatiddo do método foram realizados testes de recuperacdo do analito. Foi também analisada
farinha de arroz certificada, sendo as concentracdes de As total e As inorganico concordantes

com os valores de referéncia.

Palavras-chave: especia¢do quimica, As inorganico, produtos derivados do arroz, HG-AAS.
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ABSTRACT

The present study is about chemical speciation analysis of inorganic As (iAs) in rice products
using hydride generation-atomic absorption spectrometry (HG-AAS). Selective generation of
arsine of As(l11) is achieved with 0.1% (m/v) NaBH, and 10 mol L™ HCI. Inorganic arsenic
(iAs) is pre reduced and determined in the same conditions used for As(I11). Samples of rice
products such as flour, cookies, cracker, pasta, milk powder, cakes, rice for sushi, dairy
beverage, vinegar, wine and beer were analyzed. Total arsenic (tAs) in solid samples was
extracted with 2% (m/v) K;S;0g and 10% (m/v) HNO3 and heating in water bath at 90 °C for
3 h, while arsenic species were extracted with 0.28 mol L™ HNOj3 and heating in water bath at
95 °C for 1.5 h. The limits of detection (LODs) of the method for As(ll1), iAs and tAs were 5
ng g%, 11 ng g, and 6.8 ng g™ respectively. Concentrations of As(ll1), iAs, and tAs in the
solid samples ranged from 16.5+7.2t0 71.8 +6.1 ngg”, 26.7+ 0.3t0829+4.7ng g™,
and 35.8+ 0410136 +2ngg™”, respectively. Liquid samples were simply diluted in 0.28
mol L™ HNOs. Arsenic (111) and tAs were determined in these samples. The LODs of As(l11)
and t(As) were in the range of 0.28 to 0.85 pug L™ and 0.5 to 2.5 ng L™, depending on the

sample dilution. The concentration of As(111) in liquid samples was up to 11.4 + 0.4 5 ug L™

while that of tAs ranged from 1.35 +0.12to 24.6 + 0.5 ug L™

Keywords: chemical speciation, inorganic As, products derived from rice, HG-AAS.
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1. INTRODUCAO

A anélise de especiacdo quimica compreende a determinacdo da concentracdo das
diferentes formas quimicas de um elemento em uma dada matriz. Atualmente, sabe-se que
apenas a concentracdo total € uma informacdo limitada a respeito de um elemento,
principalmente sobre o seu comportamento no meio ambiente, bem como dos danos que pode
provocar & satide humana.™™ A International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC),
define espécie quimica como a “forma especifica de um elemento quanto a sua composi¢ao
isotopica, estado de oxidacdo e/ou estrutura molecular”.?

Uma vez que as propriedades fisicas, quimicas e biologicas dependem da forma
quimica em que o elemento se encontra presente na amostra analisada, determinar a
concentracéo total de elementos como o arsénio (As), por exemplo, ndo indica os verdadeiros
niveis de cada espécie individualmente. Para estimar o real risco envolvido, precisam ser
considerados fatores como a variacdo da toxicidade, do transporte e da biodisponibilidade,
que sdo dependentes da forma quimica na qual o arsénio encontra-se presente.™*!

Entre as espécies de As, as inorganicas (As(l11) e As(V)) sdo consideradas em torno
de 100 vezes mais toxicas, quando comparadas com as formas metiladas do elemento,?!
justificando-se, dessa forma, o estudo e o desenvolvimento de métodos analiticos para
quantificar essas espécies. Neste contexto, a especiacdo quimica de arsénio tem despertado
cada vez mais o interesse de diversos grupos de pesquisa, sendo que diversos métodos vém
sendo desenvolvidos para a determinacdo de As inorganico, organico e total em diversas
matrizes, tais como agua e alimentos de origem marinha e vegetal.

Porquanto o arroz € um dos alimentos mais populares mundialmente, faz-se necessaria
a obtencdo de maiores informacGes sobre a forma que o As ocorre no gréo, que, por sua vez,
ja é sabido possuir grande capacidade em absorver esse elemento. Além disso, existe a
necessidade de se estabelecer valores de referéncia de acordo com as diferentes toxicidades
de cada espécie de As, conferindo seguranca a populacio em relacio ao consumo de arroz.l*
*1 Dessa forma, em comparacéo a outros alimentos a base de farinha de trigo e outros cereais,
0s produtos a base de arroz, como farinha, bolachas, massas e bebidas, entre outros, possuem
concentragcdes mais elevadas de As em sua composic¢do. Tais alimentos s&o muito utilizados
em dietas de pessoas com restri¢do total ao gluten, denominados “celiacos”, uma vez que o
arroz substitui o trigo como cereal, proporcionando uma alimentacdo saudavel. Todavia,

inimeros estudos vém alertando sobre a presenca de As inorgénico, a forma mais toxica e
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prejudicial do elemento, tanto no arroz, quanto em seus derivados, representando um risco
iminente para a salde humana, principalmente para aqueles que dependem diariamente
desses alimentos. "2

Técnicas cromatograficas para a analise de especiacdo quimica de As geralmente
envolvem equipamentos de custo elevado e sdo de operagdo mais complicada.
Alternativamente, ha o uso da técnica de geracao de hidretos (HG) associada com técnicas de
espectrometria atdmica, como a fluorescéncia atdmica (AFS), espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) ou a absorcdo atdmica (AAS). A técnica de
geracdo de hidretos associada a espectrometria de absorcdo atomica (HG-AAS) tem boa
sensibilidade para a determinacdo de As, assim como possibilita a quantificacdo individual de
espécies inorganicas de As, ja que apresentam diferente reatividade e sensibilidade frente ao
agente redutor (NaBH,). Dentre as diversas vantagens da HG-AAS destacam-se seu baixo
custo e a maior simplicidade de operagdo, sendo utilizados equipamentos disponiveis na
maioria dos laboratorios.

Por conseguinte, ha uma crescente necessidade de se desenvolver métodos de analise
de especiacdo quimica de As inorganico em alimentos a base de arroz, devido sua maior
toxicidade. Neste contexto, estudos anteriores ja& demonstraram que a HG-AAS pode ser
eficientemente utilizada na analise de especia¢do quimica de As inorganico em arroz. Dessa
forma, mediante modificacdes da metodologia desenvolvida para analise de arroz, propde-se
neste estudo a andlise de especiacdo quimica de As inorganico em alimentos derivados de
arroz, mediante a HG-AAS.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ARROZ E SEUS DERIVADOS
2.1.1. Arroz

Originario do continente asiatico, o arroz (Oryza sativa L.) configura-se atualmente
como um dos cereais mais produzidos e consumidos mundialmente, sendo considerado um
dos principais alimentos para a grande maioria da populagdo, desempenhando um relevante
papel nos aspectos econdmico e social.*® Em comparagdo com outros cereais, o arroz
apresenta grande valor nutricional e baixo custo, 0 que enfatiza a importancia de ser cultivado
mundialmente."**! Paises como China, Indonésia, Myanmar, Vietnd, Tailandia e Bangladesh
destacam-se entre os grandes produtores mundiais.

O arroz faz-se presente na alimentacdo diaria de mais de 50% da populagdo mundial,
caracterizando-se como uma das mais relevantes culturas, seguida pelo milho e trigo. No
Brasil, maior produtor de arroz fora do continente asiatico, 0 consumo supera a marca de 50
kg de arroz/habitante/ano, fazendo parte da cesta basica do brasileiro. A producéo agricola
supera 0s 13 milhdes de toneladas anuais de arroz, sendo os estados do Rio Grande do Sul e
de Santa Catarina responsaveis por mais de 80% do total da producdo nacional. VVale destacar
que esse total considera o arroz cultivado em terras altas (sem solo inundado) e o arroz
cultivado em solo irrigado.™

No que diz respeito a sua composi¢do quimica, 0 arroz apresenta-se COmo uma matriz
complexa, composta por carboidratos, proteinas, fibras e sais minerais, ferro, calcio e fosforo,
além de outros componentes, essenciais para a nutricdo humana.™ Pertencente ao grupo das
monocotileddneas, da familia das Poaceae (gramineas), o grdo de arroz in natura é formado
pela casca, farelo e endosperma. O farelo é considerado a parte mais nutritiva, uma vez que
contém o gérmen do grdo, que possui grande quantidade de proteinas e lipideos; todavia,
representa apenas 2% em massa do gréo de arroz. Em contrapartida, a casca do arroz contribui
para 20% da massa do grdo, sendo composta de duas folhas modificadas (palea e lema),
retiradas antes do consumo do gréo. Por fim, o endosperma corresponde a maior por¢do do
gréo, sendo rico em amido, porém deficiente em proteinas.!*”

Os gréos de arroz passam por diversos processos de beneficiamento apds sua colheita,
sendo esses responsaveis pelos diferentes tipos do produto presentes no mercado. Os mais
comuns sdo o arroz integral, obtido ap6s a remoc¢édo da casca; o arroz parboilizado, para o qual

0 grdo é submetido, ainda com casca, a um processo hidrotérmico; e o arroz polido, no qual
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ap6s a remocdo da casca, o0 cereal também passa por uma etapa de remocdo do farelo,
denominado polimento do grdo.'*"*"! Em termos de consumo, observa-se que a preferéncia
no Brasil é pelo arroz polido, seguido do parboilizado e do integral.

Duas caracteristicas sdo avaliadas a fim de classificar os graos de arroz: o tamanho dos
grdos, que corresponde a classe, e a qualidade dos gréos, correspondente ao tipo. A
classificagdo segundo a classe baseia-se no tamanho do grdo, compreendendo o arroz curto,
médio, longo, fino (agulhinha) e misturado. Ja a classificacdo de acordo com o tipo é
fundamentada na proporcao de gréos inteiros para graos defeituosos, seguindo uma escala de
1 a5, representando o niimero 1 o arroz de melhor qualidade.*!

O cultivo de arroz livre de produtos quimicos, tais como fertilizantes, agrotoxicos,
pesticidas e sementes modificadas geneticamente, conhecido como arroz organico, vem se
tornando cada vez mais atrativo e rentavel, em decorréncia do crescente aumento na demanda
por alimentos saudaveis, bem como pelos denominados ecologicamente corretos. Neste
contexto, ha também o arroz biodindmico, o qual segue 0s mesmos principios do plantio do
arroz organico; contudo, o adubo empregado é a base de ervas medicinais, silica e esterco,
sendo adicionados aos poucos ao solo, buscando sempre manter o equilibrio entre o sistema
solo-planta-animal.*® Com o intuito de comprovar que o produto segue estes tipos de cultivo,

0 arroz biodindmico necessita de certificacio, a fim de garantir a forma de cultivo.*”!

2.1.2. Produtos a base de arroz

Uma vez que 0 arroz possui grande capacidade de absorver As em sua estrutura,
produtos alimenticios derivados deste cereal acabam, por sua vez, também contendo
quantidades apreciaveis desse elemento em sua composico.?! Dessa forma, para populacées
gue possuem a sua alimentacdo baseada em arroz e seus derivados, uma vez que sao produtos
de elevado poder nutritivo, a contaminacdo por As inorganico é em grande parte devido a
esses alimentos. Outro fator relevante para a contaminacdo humana é a agua utilizada para
consumo, proveniente de mananciais e solos contaminados por As, principalmente no sudeste
asiatico, na China e nos EUA11[22:24]

Segundo Signes-Pastor et al.,"® h4a uma grande preocupacdo no que diz respeito &
contaminagdo por As inorganico por bebés e criangas, uma vez que comidas especiais a base
de arroz (“papinhas”) para bebé€s, bolachas e cereais de arroz sdo muito presentes na sua

alimentacdo. Os autores ainda destacam que produtos a base de arroz sdo também largamente

Greice Magalh&es dos Santos 18



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

utilizados para alimentar os jovens, uma vez que sdo alimentos de elevado valor nutritivo,
com potencial alergénico relativamente baixo, sabor leve e agradavel e bastante disponiveis
no mercado.

Munera-Picazo et al.'? afirmam que o consumo desses derivados de arroz é maior por
parte de criancas e adultos que sofrem de doenca celiaca, que consiste em uma grave reagdo
alérgica causada pela ingestdo de gluten, principal proteina do trigo, centeio, aveia, cevada e
malte. Sendo assim, 0s celiacos, como sdo denominados os individuos intolerantes ao gliten,
necessitam recorrer a um tipo de alimentacdo que seja totalmente isenta dessa proteina,
encontrando no arroz e seus derivados, uma forma de nutricdo segura e saudavel. Os autores
ainda salientam que os familiares de pacientes celiacos também seguem uma dieta livre de
gliten, a fim de evitar uma possivel contaminacdo cruzada, optando, dessa forma, por
alimentos a base de arroz em sua alimentacdo. Logo, tais individuos tornam-se mais
vulneraveis a ingestdo de maiores quantidades de As, quando comparados a uma familia que
ndo possua um membro afetado por esse disturbio metabolico.

Estudos recentes evidenciam a presenca de As inorganico em outros produtos a base
de arroz, tais como bolacha, leite, vinho, vinagre, cereais matinais e barras de cereal,
sugerindo assim que todos o0s alimentos que possuem arroz em sua composi¢ao podem vir a
ser uma fonte adicional de exposicdo ao As inorganico.!121I5] o fejte de arroz, produzido
comercialmente a partir da liquefacdo do gréo inteiro, com a adicdo da enzima alfa-amilase,
em meio aquoso, € no ambito doméstico, mediante a extracdo do arroz moido com agua
guente, € uma alternativa ao leite de vaca, similar ao leite de soja, muito empregado em dietas
de individuos veganos/vegetarianos, intolerantes a lactose e aqueles que evitam consumir
horménios presentes no leite animal.

Meharg et al.[?®! realizaram um estudo em 2007, no Reino Unido, onde adquiriram 19
amostras de leites de arroz produzidos no mercado local, juntamente a 16 amostras de arroz (8
do tipo integral e 8 do tipo branco polido), para preparar leite de arroz utilizando uma
maquina especializada para esse fim. Nas amostras comerciais, 0s niveis de As total variaram
de 10,2 a 33,3 pg L™, sendo que todos eles mostraram-se acima do valor maximo permitido
para agua potavel utilizada para consumo humano no Reino Unido, que é de 10,0 pg L™. Os
autores justificam a comparacdo do leite de arroz com a agua uma vez que este € muito
utilizado nessa regido como uma bebida substituinte da dgua. O As inorganico mostrou-se
como a forma predominante de As nas bebidas comerciais, com niveis variando de 7,1 a 20,7

ng L?, sendo que em 12 amostras a concentracdo de As inorganico excedeu 0 maximo
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toleravel para As total (10,0 pg L™). Para o leite de arroz produzido em maquina comercial, 0s
autores reportam que 75% das amostras de arroz branco polido originaram leite de baixa
qualidade, muito viscoso, sendo similar a um gel. Dessa forma, foi possivel determinar
somente o As total, que ficou entre 1,5 a 9,5 ug L. Em contrapartida, as amostras de arroz
integral originaram leite de Otima qualidade, com baixa viscosidade, possibilitando a
especiacéo do As; os niveis verificados para As total foram de 2,7 a 14,1 ug L™, enquanto que
para 0 As inorganico foramde 1,7 a 4,7 pg L™,

Em outro estudo, analises realizadas em amostras de urina, provenientes da populacédo
japonesa ndo exposta ocupacionalmente ao As, revelaram uma média de 173 pug L™ de As
total, valor extremamente elevado quando comparado com populacdes da Europa e/ou do
Reino Unido, onde as concentracdes médias de As foram 8 pug L™ e 654 pg L7,
respectivamente. Segundo Signes-Pastor et al.,!*®! uma explicacdo plausivel seria o elevado
consumo de arroz e produtos a base de arroz pelos japoneses e, tendo em vista a escassez de
dados com respeito ao As em bebidas e condimentos derivados desse cereal, o autores
realizaram um estudo de especiacdo de As em amazake (vinho doce fermentado de arroz),
misso (pasta feita a partir da fermentacdo do arroz, com cevada, soja e sal) e xaropes. Foram
encontradas as seguintes concentragdes médias: para As total, 0,14 + 0,006 pg kg™ nas
amostras de missd, 0,33 + 0,006 pg kg™ nas amostras de xarope, 0,12 + 0,006 pg kg™ nas
amostras de amazake; para As inorganico, 0,110 + 0,009 pg kg™ no missd, 0,234 + 0,006 pg
kg™ no xarope e 0,103 + 0,014 ug kg™ no amazake. Os autores ainda determinaram As total
nos mesmos alimentos, mas a base de trigo e milho, encontrando, aproximadamente, a metade
da concentracdo quando comparados aos mesmos derivados de arroz. Logo, 0s autores
concluiram que esses trés tipos de alimentos a base de arroz, muito consumidos pela
populacdo japonesa, podem conter concentracfes significativas de As inorganico e que,
consumir esse tipo de produto derivado de outros alimentos com menor teor de As, como 0
trigo e o milho, pode vir a ser uma alternativa para diminuir a ingestdo desse elemento.

Também visando quantificar e confirmar que produtos a base de arroz representam
fontes adicionais de exposicdo ao As em alimentos, Sun et al.[?} analisaram um total de 40
amostras de bolacha, massa, barras de cereal, amazake, 0leo, vinagre, entre outros. As
maiores concentracfes de As total foram encontradas nas amostras de bolacha, barras de
cereal e massas a base de arroz e, sendo assim, essas foram as amostras selecionadas para a
analise de especiacdo quimica de As. Em todas essas amostras, segundo 0s autores, as

espécies inorganicas de As foram as predominantes, correspondendo a 75,2 a 90,1% do teor
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total de As. Os autores, assim como outros ja citados anteriormente, destacam o fato de
criancas serem grandes consumidoras de alimentos derivados de arroz, como bolachas e
cereais e que, dessa forma, sdo muito suscetiveis a exposicdo ao As.

Por conseguinte, percebe-se a evidente necessidade da realizagdo de mais estudos de
especiacdo de As em produtos derivados de arroz, consumidos em diversas partes do mundo,
uma vez que as pesquisas tém mostrado que esses alimentos representam uma fonte adicional
desse elemento na alimentacdo de adultos e, principalmente, bebés, criangas e celiacos, que
deve ser considerado relevante no que tange os maleficios e as doencas que a intoxicacéo por

As inorgénico pode acarretar ao organismo humano.

2.2. CONTAMINANTES INORGANICOS

Existem metais e metaloides que sdo ditos essenciais para 0S 0rganismos Vivos,
chamados de micronutrientes, dentro dos quais citam-se o Co, Cu, Cr, Mn e Zn. Dessa forma,
a auséncia desses € maléfica, todavia, 0 excesso também pode vir a ser prejudicial. Ja
elementos como Cd, As, Ni, Pb, Sn e Sb ndo sdo encontrados naturalmente nos organismos
vivos e ainda ndo se sabe se 0s mesmos desempenham alguma atividade funcional ou
bioguimica. Sendo assim, em qualquer concentracdo sdo considerados prejudiciais a saude
humana, podendo acarretar altos niveis de toxicidade.!*"

Na cultura do arroz, devido ao fato de se fazer uso da irrigacdo, plantas e solo sdo
submetidos a condicGes anaerdbicas, que juntamente com excesso de dgua, ocasionam uma
maior mobilidade de elementos quimicos e suas respectivas espécies no meio, podendo
ocorrer 0 acumulo destes na planta e nos grdos. Dessa forma, o arroz pode vir a ser
contaminado por esses elementos e suas espécies, provenientes de solos contaminados e agua
contaminada (seja ela subterranea ou usada na irrigacdo), ou de pesticidas e fertilizantes

utilizados no cultivo de arroz.™!

2.2.1. Arsénio
2.2.1.1 Histérico

No periodo entre a Idade Média e meados do século XIX, 0 As mostrou-se como um
elemento de grande popularidade, envolvendo envenenamentos, homicidios e suicidios. Isto

decorreu da facilidade de misturar tal elemento com alimentos ou bebidas sem que 0 mesmo
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fosse notado, devido ao seu aspecto inofensivo e seu sabor levemente adocicado.?®?*) Um
dos casos mais conhecidos de suposto envenenamento por As é a morte do imperador francés
Napoledo Bonaparte, associada a um medicamento a base de As e Se que 0 mesmo ingeria
para tratar dores estomacais. A autOpsia realizada, datada de 1821, revelou a presenca de
cancer em seu estdmago, sendo essa a provavel causa de seu 6bito. !

Entre o final do século XIX e meados do século XX, o As passou a ser empregado
como agente terapéutico, sendo compostos arsenicais utilizados, com ou sem conhecimento
cientifico, para o tratamento de dermatoses (psoriase, eczemas, acne, entre outras),
leishmaniose, prurigo e sifilis. Também era comum prescrever compostos desse elemento
como tonicos e fortificantes, remédio contra “problemas no estdmago” e crises nervosas, bem
como no tratamento de maléria, epilepsia e asma, entre outras doencas.*®!

Atualmente, o maior interesse da comunidade cientifica a respeito do As deve-se a sua
grande contribuicdo para a poluicdo ambiental, seja proveniente de fontes antropogénicas ou
geolégicas, devido a alta toxicidade do elemento.”®! Contudo, medicamentos & base de As

vém sendo utilizados no tratamento de leucemia.*%

2.2.1.2 Caracteristicas e ocorréncia

O As é atualmente classificado como um metaldide, tendo em vista que apresenta
propriedades fisicas e quimicas, tanto de um metal quanto de um ndo metal, sendo encontrado
também na forma livre; todavia, € mais comum apresentar-se na forma de mineral. Esse
elemento é classificado como sendo fragil e que apresenta trés formas alotrépicas, amarelo,
preto e cinza, respectivamente. O As pertence ao grupo 15 da tabela periodica dos elementos
guimicos, juntamente com nitrogénio, fésforo, antiménio e bismuto. Apresenta-se em
variados estados de oxidacdo (-3, 0, +3 e +5), podendo estar tanto na forma organica como na
inorganica. O trioxido de As (As,O3) € a forma comercial mais comumente encontrada,
enquanto o pentdxido de As (As,Os) é utilizado na fabricacéo de inseticidas.™

A maioria dos compostos arsenicais sdo 0xidos, contendo enxofre ou outros metais,
tais como: arsenolita (As;O3), realgar (As,S;), orpiment (As,S3), arsenopirita (FeAS,),
cobaltita (CoAsS), gersdorffite (NiAsS) e piritas arsenicais (FeAsS).2* Os compostos de As
podem ser divididos em trés grupos: compostos inorganicos, como o arsenito (As(lll)) e o
arsenato (As(V)); compostos orgénicos, como o acido monometilarsbnico (MMA), o &cido
dimetilarsinico (DMA), a arsenobetaina (AsB) e arsenocolina (AsC) e, por fim, o gas arsina

(AsH3).*>3"1 A estrutura dos composto de As supracitados encontra-se na Tabela I.
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Tabela I: Compostos de As investigados em estudos sobre especia¢do do elemento. Adaptado
de Barra et al.*®!

Composto Eérmula
Arsina AsHj
Acido arsenioso As(lll) O—As—OH
OH
Acido arsénico As(V) O=As—OH
OH
OH
Acido monometilarsonico _
MMA (V) O—=As—OH
CHj3
CHsy
Acido dimetilarsinico _
DMA (V) O—A|s—OH
CH;
(0]
?u
Arsenobetaina H3C—AS+ OH
AsB |
CH;
Arsenocolina CH3
AsC |
H3C—A|§—/\OH
CHs3

Classificado como o 20° elemento mais abundante na crosta terrestre, 0 As pode ser
encontrado no solo, na agua ou nos vegetais. Pode vir a ser concentrado em organismos
marinhos e depositado em volumes apreciaveis em rochas sedimentares, ou ainda desprendido
como gas volatil (arsina), sob a influéncia de fungos arsenofilos ou agentes redutores
presentes em aguas que contenham As.”®! Um exemplo relacionado a fontes naturais é a

erosdo de rochas ou minerais, sendo que existem cerca de 200 minerais que possuem As em
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sua composi¢do. Aproximadamente 60% do As desprendido no meio ambiente é de origem
natural, especialmente devido 4 atividade de vulcges. 1

O meio industrial mostrou-se como uma relevante fonte de As, sendo seus compostos
empregados na fabricacdo de produtos agricolas (herbicidas, pesticidas, inseticidas, entre
outros), na preservagdo de madeira e na composicéo de tintas, esmaltes, tecidos e couro.?
Atualmente, a industria farmacéutica utiliza compostos de As, mas o elemento também esta
envolvido na manufatura de semicondutores e vidros. Compostos de As também sdo
empregados na mistura de racdes para aves e suinos. 0]

Os ions ou compostos de As sdo sollveis em agua, podendo ser absorvidos pelo
organismo humano. O consumo de alimentos e de 4gua contaminados com As é considerado a
principal fonte de exposi¢ao humana a esse elemento, podendo atingir de 20 a 300 pg de As

por dia.*"]

2.2.1.3 Toxicidade do As

Em 1987, o As foi classificado como uma substancia carcinogénica para seres
humanos pela International Agency for Research on Cancer (IARC), sendo que a exposicao
crénica ao As inorganico estd associada a diversos tipos de cancer de pele, bexiga, rins,
cavidade bucal e intestino, além de conjuntivite, doencas cardiovasculares e disturbios do
sistema nervoso central.**! Como ja citado, a exposicdo dos seres humanos ao As pode
ocorrer, principalmente, mediante a ingestdo de agua e alimentos contaminados e poluicao
ambiental 2143

Um grande periodo de tempo de exposicdo a esse elemento pode resultar em
envenenamento crénico por As, também conhecido por arsenicose. A ocorréncia dessa
doenca foi reportada em pessoas que habitam areas endémicas, com elevada concentracdo de
As na agua utilizada para o consumo da populacdo, como Bangladesh e india.*” Lestes na
pele, que incluem mudanca de pigmentacdo (melanose) e queratose das maos e dos pés sdo
caracteristicas de envenenamento crénico, e costumam aparecer entre 5 a 15 anos de
exposicdo ao As. A arsenicose, doenca causada pela exposicao excessiva ao As, também pode
provocar danos nos 6rgaos internos do sistema respiratério, digestivo, circulatorio, nervoso e
renal.l?®!

Sabe-se que o efeito toxicoldgico desse elemento estd diretamente vinculado com a

forma quimica na qual ele se apresenta, além da concentracdo, tempo de exposicdo ou
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ingestdo. Comparando-se a toxicidade das espécies, o As na forma inorganica €
aproximadamente cem vezes mais toxico do que o As organico. J& no que tange o estado de
oxidacdo, as espécies trivalentes mostram-se cerca de sessenta vezes mais toxicas do que as
pentavalentes. ™ 138!

O grau de toxicidade dos compostos de As obedece a seguinte ordem: As elementar <
compostos organicos de As < compostos organicos pentavalentes < arsénio inorgénico (+5) <
arsénio organico (+3) < arsénio inorganico (+3) < derivados organicos da arsina < arsina
(+3).1 A AsB e a AsC, compostos conhecidos como arsenoagucares, sdo ditos como sendo
formas atoxicas. Pesquisas mostraram que as formas metiladas trivalentes, como o DMA(lII)
e 0 MMA(II1), sdo mais téxicas do que as pentavalentes, DMA(V) e MMA(V).E®

Presente no organismo humano, o As acaba por impedir atividades biogquimicas
indispensaveis. Na sua forma oxidada, o arsenato possui uma relacdo de competitividade com
o fosfato, inibindo o processo de fosforilacdo oxidativa que ocorre nas mitocondrias e, por
conseguinte, bloqueando a producdo de adenosina trifosfato (ATP), responsavel pela
producdo de energia nos seres vivos. Por outro lado, quando se encontra na sua forma
reduzida, coordena-se com grupos tidis (-SH) de enzimas e proteinas, ocasionando
perturbacdes metabélicas. [t 4411%]

Os compostos de As podem ser facilmente absorvidos, seja por via oral ou por via
respiratOria, e a extensdo da absorcdo ira depender da solubilidade de cada composto. Para o
As inorganico, a absorcdo pulmonar é estimada em 30 a 60% e, por ingestdo de As trivalente,
aproximadamente 95% dele é absorvido pelo trato gastrointestinal.*> De acordo com Souza
et al.™® alguns estudos demonstram que a absorcio de MMA e DMA “via” trato
gastrointestinal pode corresponder a cerca de 75 a 85%, ainda que também possa se dar por
“via” inalatoria.

Uma vez presente na corrente sanguinea, o As € distribuido aos eritrocitos e,
aproximadamente, apds 24 horas €, entdo, repassado para a maioria dos tecidos. Compostos
inorganicos soltveis sdo disseminados rapidamente para 6rgdos ou tecidos ricos em grupos
sulfidrila, como figado, rins, baco e glandulas adrenais e, em razdo dessa grande afinidade, o
As pode ser detectado em elevadas concentragdes em cabelo, pele e unhas, duas a quatro
semanas ap0s a exposicdo. Transcorridas quatro semanas, 0 As acumula-se nos 0ssos,
resultando na diminuicdo de sua concentracéo no figado e nos rins. !> ¢l

A via urinaria é considerada como a principal forma de excre¢do, sendo que as

proporcoes excretadas de As(lIl), As(V), MMA e DMA variam de acordo com a dose ou
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forma de exposicdo.'™ Dessa forma, a urina pode ser considerada como um marcador
biolégico, permitindo monitorar o grau de contaminaco de As no corpo humano. 23!

O As pode sofrer um processo de biotransformacdo apds ser absorvido pelo
organismo, 0 qual envolve duas etapas: (1) reacdes de reducdo/oxidacdo, capazes de
interconverter As(lll) e As(V) e (2) reacbes de metilagdo, onde o As(lll) é metilado a
MMA(V) e reduzido a MMA(II), sendo apds metilado a DMA(V). Esses processos mostram-
se similares, tanto para absorcao via inalagdo quanto ingestdo. Alguns estudos evidenciaram o
figado como o drgdo responsavel pelo processo de biotransformacdo dos compostos de As no
organismo humano, por meio da S-adenosilmetionina.l**! ¢!

Em 1963, foi recomendado pela World Health Organization (WHO) um nivel maximo
de 50 ug L™ de As na 4gua para consumo humano. Todavia, com o aumento das evidéncias
gque mostravam uma forte ligacéo entre a exposicao a baixas concentragdes de As e 0 risco de
cancer, a WHO diminuiu esse nivel para 10 pg L™ em 1992. Em alguns paises, como
Bangladesh, Chile, China e india, o nivel de As toleravel em &gua para consumo permanece
ainda é 50 pug L.

As doses diarias toleraveis de As, para adultos, foram calculadas e divulgadas pela
Food and Agriculture Organization (FAO), sendo 2,1 ug/kg peso corporal/dia, o que equivale
a 126 a 160 pg/As por dia. Embora a Agency for Toxic Substances and Disease Registry
defenda que a dose minima de As inorganico para ndo haver riscos a saude deva ser de 0,3
ug/kg peso corporal/dia, ou 18 a 23 pg/As por dia, passou a ser aceito que as quantidades de
As que a maioria da populacdo ingere (em torno de 50 pg/dia) ndo chega a ser considerado
preocupante para a sa(ide humana.[*®

Recentemente, em abril de 2016, a FDA (U. S. Food and Drug Administration) propds
um limite para As inorganico em alimentos especiais a base de arroz para bebés. Em relacéo
ao peso corporal, 0 consumo de arroz para bebés, que se da principalmente atraves de cereal
de arroz infantil, é cerca de trés vezes menor do que para adultos. Dessa forma, mediante um
projeto de orientacdes enviado para as industrias alimenticias, a FDA limitou em 100 ng g*
(ppb) a quantidade de As inorganico permitido em alimentos a base de cereal de arroz para
bebés e criancas.*”!

Estima-se que centenas de milhares de pessoas ao redor do mundo encontram-se
diariamente expostas ao As, tanto mediante o consumo de agua, alimentos ou ainda por fontes
naturais.!”®! Sendo assim, a satde da populacdo mundial depende do controle e da pesquisa

feita acerca da biodisponibilidade dos compostos arsenicais, tendo em vista que a toxicidade
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dos mesmos esté diretamente vinculada a forma quimica na qual o elemento se apresenta,

evidenciando a importancia da analise de especiagdo quimica.

2.3. CONTAMINACAO DE ALIMENTOS POR As

Os alimentos podem ser contaminados ainda no momento da sua produgdo, por
exemplo, pela 4agua, solo ou fitossanitario aplicado, que contenha compostos de As. E
reconhecido que dentre os alimentos que contém As em quantidade alta estdo os peixes,
crustaceos e outros frutos do mar que, geralmente, contém elevadas concentracGes de
arsenoaglicares, espécies que séo ditas como atéxicas.*® As frutas e os vegetais (com excecdo
do arroz) contém basicamente As organico, sendo a forma inorgénica do elemento menos de
10% do teor total nesses alimentos. No entanto, leites, carnes e cereais contém
majoritariamente o As na forma inorganica, 65 a 75% do teor total do elemento. Estudos
anteriores mostraram que cerca de 85 a 95% do As encontrado em arroz esta na forma
inorganica, o que sugeriu a necessidade de mais pesquisas a esse respeito.!?*!

No ano de 1999, um estudo realizado nos Estados Unidos, sobre a concentracdo de
contaminantes nos alimentos contidos na cesta basica dos americanos, revelou altas
concentragbes de As inorganico (a forma considerada mais téxica) no arroz, quando
comparado aos outros alimentos analisados. Tal resultado alertou os pesquisadores para a
realizacdo de estudos acerca da quantificacdo e do monitoramento de As no arroz e nos
alimentos a base de arroz, tendo em vista a grande importancia dos mesmos na alimentacao a
nivel mundial.!*>! 48]

Schoof et al.®®! realizaram um estudo envolvendo 40 tipos de alimentos, presentes na
alimentacdo basica dos cidaddos norte-americanos, observando que aproximadamente 90%
desses alimentos contribuiam para a ingestdo de espécies inorganicas de As. Nos frutos do
mar, a concentracéo de As inorganico encontrada foi relativamente baixa, sendo 1-2 ng g™. As
mais elevadas concentraces de As inorganico foram encontrados no arroz (74 ng g*), na
farinha branca (11 ng g™), no suco de uva (9 ng g) e no espinafre (6 ng g*). Em outro
estudo, Schoof et al.”! estimaram que a ingest&o de As inorganico na dieta da populacio dos
Estados Unidos variava de 1-20 pg dia™, em média 3,2 pg dia™.

Um estudo realizado no México, por Dal Razo et al.,*® mostrou que o teor de As
encontrado em alimentos basicos de consumo local, como feijdo, batatas, molho e carne de

porco e gado (cozidas), estd vinculado com o uso de agua contaminada para a preparagdo € o
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cozimento de tais alimentos. Também verificaram maior concentracdo de As em feijdo e
sopas de macarrdo, enquanto que as tortillas (comida tipica mexicana) continham menos As.
No Brasil, a Portaria n° 685, datada de 27 de agosto de 1998, da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) regulamenta os limites maximos toleraveis para As total em
alimentos. A Tabela 2 mostra os limites estabelecidos para os alimentos, sendo 0 maximo

permitido 1,0 mg kg™.1?*2]

Tabela I1: Limites maximos de As em alimentos, definidos pela ANVISA.FUE2

Alimento [As] (mg kg™)
Gorduras vegetais e emulsdes 0,1
Gorduras hidrogenadas 0,1
Acucares, caramelos e balas 0,1
Bebidas alcodlicas destiladas e fermento-destiladas 0,1
Cereais e produtos de cereais 0,3
Gelados comestiveis 0,1
Ovos e produtos de ovos 0,5
Leites e fluidos prontos para o consumo 0,05
Mel 0,3
Peixes e produtos de peixe 1,0
Ché, mate, café e derivados 0,6
Demais alimentos 0,1

2.3.1 Contaminacao do arroz e seus derivados

Apbs o estudo publicado por Schoof et al.,’® em 1999, que revelou a presenca de As
como contaminante em aproximadamente 90% dos alimentos contidos na cesta basica dos
americanos, tornou-se expressivamente crescente 0 interesse em pesquisar espécies do
metaldide em alimentos, especialmente em arroz e seus derivados, a nivel mundial.

Segundo Souza et al.,'*® muitos estudos foram realizados, relacionando As com arroz,
especialmente em regides onde os solos sdo naturalmente contaminados com As e/ou onde o0
consumo deste cereal é elevado. O interesse no arroz e seus derivados deve-se ao fato dessa
planta absorver facilmente As e acumula-lo em seus grdos, sendo capaz de concentrar 10
vezes mais As, em comparacao a outros cereais, como milho, trigo, cevada e centeio.PM Trés

espécies de As, arsenito, arsenato e DMA sdo comumente detectados no arroz, sendo

Greice Magalh&es dos Santos 28



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

dominante a presenca das espécies inorganicas. Outros compostos de As, como a AsB e 0
MMA, sdo ocasionalmente detectados, todavia em menores concentragdes.™®

Diferentemente de outros alimentos, o arroz € majoritariamente cultivado em solo
inundado, conhecido como cultivo irrigado. Nessas condi¢Ges anaerdbicas, juntamente com o
excesso de agua empregado, € favorecida uma maior mobilidade de metais e metaloides
(como € o caso do As), que acabam por se acumular na planta e nos seus graos, como é
ilustrado na Figura 1. Considerada a espécie mais tdxica encontrada em alimentos, o As(ll1)
tem alta solubilidade em agua, o que aumenta sua capacidade de se mover pelo solo, sendo
eficientemente absorvido pelas raizes da planta de arroz, chegando até o grdo. O acimulo de
As pode afetar o crescimento da planta de arroz, além de diminuir a produtividade.!!**!

grido
casca (exterior), farelo
(interior)

———4—— endosperma

paniculo |, v/ |

embrido

Figura 1: A planta de arroz absorve As, a medida que as raizes absorvem Si, presente na agua
e no solo, pelo mesmo mecanismo de transporte. As setas indicam o caminho que o As
percorre do solo até a 4gua da superficie, depois indo para o paniculo e, por fim, para 0s graos
de arroz. Adaptado de Bhadha et al.[**!

A concentracdo de diferentes espécies de As no arroz pode ser devido ao meio de
crescimento da planta, o que depende dos componentes presentes no solo e na agua,
intempéries e praticas de agricultura (uso de produtos quimicos). A contaminacdo também é
passivel de ocorrer durante os diferentes estagios de beneficiamento do arroz, como o
polimento do arroz integral para arroz branco ou para parboilizado, principalmente se for

usada &gua contendo As. Maiores concentragdes desse metaldide sdo encontradas no arroz

- ~ 29
Greice Magalhdes dos Santos



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

ainda com farelo, conhecido por arroz integral, sendo o gréo de arroz polido o que, em geral,
contém menor quantidade de As.™*®

Como ja citado anteriormente, as espécies inorganicas compdem a maior fracdo de As
encontrado no arroz, em alguns casos chegando a compor aproximadamente 90% do teor total
do elemento. Isto pode estar relacionado a semelhanca que o As(I11) possui com o silicio e 0
As(V) com o fosforo, os quais sdo absorvidos pelas raiz da planta, com o intuito de fortalecé-
la. Todavia, a planta ndo é capaz de distingui-los das espécies de As, e acaba por absorver
erroneamente estas espécies, caso as mesmas estejam presentes no solo ou na agua utilizada
para a irrigacdo. >4

No intuito de controlar a concentracdo de As inorganico presente no arroz, a nivel
mundial, o comité internacional sobre contaminantes em alimentos, Codex Alimentarus, em
associacdo com a FDA e a WHO, estabeleceram um limite maximo toleravel de 200 ng g .
Carbonell-Barrachina et al.®® realizaram um estudo com amostras de comidas especiais a
base de arroz para bebés celiacos, comercializadas na Espanha, justificando seu interesse pelo
fato de que outros pesquisadores ja haviam encontrado altos teores de As nesses alimentos
infantis e também porque criangas estdo mais suscetiveis aos seus efeitos toxicos. Nesse
estudo, os autores encontraram quantidades de As inorganico relativamente maiores nos
produtos a base de arroz, livres de gluten, apresentando concentragdes correspondentes a 60%
do teor total de As, quando em comparacdo com aqueles que continham gluten a base de
trigo, centeio, cevada e milho.

Apesar de todos os estudos ja realizados e dos valores limites estipulados por essas
grandes organizacdes internacionais, ainda se faz necessarios mais pesquisa nessa area.
Contudo, métodos de andlise de especiacdo quimica de As em arroz e alimentos derivados sdo

ainda considerados dificeis de serem implementados nos laboratérios,®”]

por causa da
complexidade e por demandarem a utilizacdo de equipamentos de alto custo. Sendo assim, é

notavel a grande necessidade de se desenvolver métodos mais simples e de menor custo.

2.4. ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA

O répido crescimento da poluicdo ambiental nas Gltimas décadas tem aumentado a
preocupacdo com o bem-estar e a saude da populacdo mundial, e com a manutengdo dos
ecossistemas.®® Assim sendo, no caso do As, é necessario conhecer quais espécies estdo

presentes no meio, ja que as mesmas possuem diferentes toxicidades.
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Na analise de especiacdo quimica sdo necessarias duas técnicas complementares; a
primeira promove uma separacdo eficiente e segura, enquanto a outra fornece uma
quantificacdo e deteccdo adequada. Uma vez que a maioria dos elementos se encontra na
forma i6nica ou polar na solucdo da amostra, a determinacéo direta dessas espécies € restrita.
Entretanto, a conversdo dessas espécies em compostos Vvolateis e que sejam
termodinamicamente estaveis é possivel. Nesse sentido, a HG-AAS tem sido empregada na
analise de especiacdo quimica de As,P%% sendo gerados hidretos das espécies de As sob
condi¢des especificas, as quais sdo posteriormente detectadas por AAS.

Os estudos mais frequentes de especiacdo quimica de As em alimentos tem sido
voltados para frutos do mar, "% peixest®*®! e cereais.[**" ¢ Lynch et al.[’”) realizaram uma
revisdo abrangente sobre a especiacdo quimica de As inorganico, em diversos tipos de
alimentos, incluindo arroz e alguns derivados, a partir de varias publicacfes datadas de 1985
até 2014. Segundo os autores, a maior concentracdo média de As inorganico foi encontrada
em algas marinhas quando comparada com outros alimentos (11.000 pg kg™, n = 312),
seguidas pelo arroz e seus derivados, com concentracio média de 130 pg kg™ (n = 1126) e
frutos do mar, também com concentracio média de 130 pg kg™ (n = 835). A Tabela 3 mostra
o nimero de publicacdes identificadas por Lynch et al.®”! com informacdes sobre As

inorganico em cada grupo de alimentos.
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Tabela I1l: Numero de publicagcbes envolvendo especiacdo de As em alimentos, com
destaque para o arroz e seus derivados. Adaptado de Lynch et al.l*”!

Alimentos 1985-1990 1994-1998 1999-2003 2004-2008 2009-2014 Total
Comidas/bebidas infantis 0 0 0 1 6 7
Bebidas em geral 0 1 4 3 9 17
Condimentos e temperos 0 0 2 1 8 11
Peixes 2 2 7 13 18 42
Frutas 0 0 2 0 5 7
Gréos, farinhas, paes 0 1 1 0 10 12
Carnes 0 1 1 1 7 10
Oleos 0 0 1 0 4 5
Arroz e derivados 0 1 1 10 37 50
Frutos do mar 2 2 8 14 16 42
Algas marinhas 1 0 3 7 13 24
Vegetais e legumes 0 1 4 2 8 15

2.4.1. Preparo de amostras para especiacao quimica

A andlise de especiacdo quimica ndo é algo corriqueiro, e inimeras precaucées devem
ser observadas, desde a amostragem até a quantificacdo do analito em questdo. A etapa de
coleta, o tratamento e a preservacdo das amostras, tanto para determinacdo qualitativa quanto
quantitativa, requerem planejamento e cuidado. Ainda, essas tarefas sdo muito mais
complexas quando comparadas com o0s procedimentos para determinacdo total do elemento.
Na analise de especiacdo quimica, o procedimento a ser adotado é o de manter a integridade
das espécies quimicas do elemento nas amostras analisadas, desde 0 momento da coleta até a

anélise.
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2.4.2. Métodos de extracdo das espécies de As

A extracdo das espécies € uma das etapas importantes na analise de especiagdo
quimica, particularmente no caso do As, uma vez que elas se encontram presente em niveis
traco. Residuos ou matéria organica presentes na solugdo da amostra, ou ainda resquicios de
acido remanescente, podem resultar em efeitos de matriz durante as medigdes por técnicas
espectrométricas.l*® E muito importante evitar a transformacéo quimica das espécies durante
esse processo e garantir a extracdo total de cada uma das espécies de interesse. Os
procedimentos de extracdo mais utilizados sdo a extracdo liquido-sélido, extracdo liquido-
liquido, extracdo em fase sélida (SPE) e microextragdo em fase sélida (SPME).[*!

Tendo em vista que em grande parte dos alimentos as espécies quimicas que se deseja
quantificar estdo presentes no estado solido, o tratamento da amostra é de suma importancia
para manter a integridade das espécies, bem como proporcionar uma correta quantificacéo.™®
Entre os parametros mais relevantes a serem observados ao se iniciar o processo de extragdo
das espécies nas amostras encontram-se 0 procedimento a ser empregado, o tipo de solvente
extrator, bem como o tempo e a temperatura requeridos. !

Diversos procedimentos utilizados na analise de especiacdo quimica de As em arroz e
produtos & base de arroz ja foram publicados. Sun et al.”?! utilizaram um método ja
desenvolvido para especiacdo de As em alimentos de origem marinha, o qual envolvia acido
nitrico (HNO3) 2% (v/v) como solvente extrator. Os autores otimizaram o metodo para HNO;
1% (v/v), sendo o mesmo seguido por Signes-Pastor et al.l'%. De forma geral, a grande
maioria dos autores empregaram aquecimento brando, com a temperatura da extracdo
variando de 95° a 100°C. Nota-se que, independentemente do método de extracdo adotado, as
suspensdes das amostras extraidas foram centrifugadas e, posteriormente filtradas, para entdo
ser realizada a determinacéo das espécies de interesse, no filtrado. ! [¢}21112]

Meharg et al.™ realizaram especiacdo de As inorganico em leite de arroz, produzidos
no Reino Unido. Apos utilizarem hexano para remover a gordura do leite, adicionaram HNO3
1% (v/v) as amostras em analise, deixando as mesmas em repouso por 24 h a temperatura
ambiente. A extracdo foi realizada em forno micro-ondas, a suspensdo deixada esfriar a
temperatura ambiente, centrifugada e filtrada para posterior determinacdo do As.

A extragdo convencional por via umida em sistema aberto, com aquecimento em
chapa metalica ou banho de dgua quente (banho-maria), ou bloco metélico, pode ser utilizado

na analise de especiagdo quimica de As em arroz e seus derivados. Todavia, a extracdo em

Greice Magalh&es dos Santos 33



Dissertacéo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

forno microondas é preferida, uma vez que é mais rdpida e previne a contaminacdo da
amostra ou a volatilizacdo das espécies de As.!*®

E de grande relevancia a analise de materiais de referéncia certificados (CRMSs), para
que se possa assegurar a exatiddo e a precisdo do método de andlise utilizado. O National
Institute of Standards and Technology (NIST) possui 0 CRM Rice Flour 1568a, com relagdo a
matriz de arroz. Entretanto, para esse material apenas a concentracdo de As total é
certificada.”? Y] Em 2014, foi produzido outro CRM para a matriz de arroz (ERM B211) pelo
Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM), o qual certificou as
concentracdes de As inorganico (124 + 11 pg kg™), DMA (119 + 13 pg kg™) e As total (260 +
13 pg kg™). Essa certificacdo deu suporte para o estudo e desenvolvimento de novos métodos
de anélise de especiacdo de As no arroz.

Contudo, ainda ndo ha este tipo de certificacdo para alimentos a base de arroz. Na
maioria dos estudos realizados para esses alimentos foi analisada farinha de arroz certificada

elou feitos testes de recuperacéo do analito para avaliar a exatiddo do método. 226!

2.4.3. Separacdo, quantificacdo e deteccéo das especies de As

Na analise de especiacdo quimica de As é necessario, primeiramente, que ocorra a
separacdo das espécies, para posterior deteccdo do As.®! A espectrometria atémica, associada
a cromatografia, tem sido utilizada na maioria dos estudos, possibilitando a determinacdo de
diferentes espécies do elemento, mesmo que estejam presentes em baixas concentraces nas
amostras analisadas.!®”!

A cromatografia liquida (LC) € bastante empregada na especiacdo de As em
alimentos, tendo-se em vista 0s variados tipos de colunas cromatograficas que estéo
disponiveis comercialmente (fase reversa, adsorcdo, troca ibnica e permeacdo em gel). O
emprego da técnica de cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC) associada a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) mostra-se como a
mais utilizada na especiacdo quimica de As em arroz e seus derivados, tanto para espécies
organicas quanto inorganicas.®"*?572 para determinar o As em cereais matinais e bolachas
de arroz, Sun et al.”*! optaram pela técnica de ICP-MS para determinacdo de As total, e pelo
uso de HPLC-ICP-MS para a analise de especiac¢do quimica do elemento.

A cromatografia gasosa (GC) também é empregada para a separagdo das espécies de
As. No entanto, essa técnica requer que as espécies de As sejam volateis e termicamente

estaveis, a temperatura selecionada para analise. A LC é mais apropriada & separacdo de
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espécies ndo volateis, desde que sejam escolhidas colunas adequadas e eluentes compativeis
com 0s componentes presentes na amostra e sistema de deteccdo.”®! A especiacdo de As
mediante 0 uso da técnica de GC apresenta a desvantagem de necessitar, geralmente, da
derivatizacdo da amostra antes da separacdo das espécies, ao passo que a LC possibilita a
separacgdo das espécies sem essa etapa prévia.

Vaérios estudos comparativos de métodos envolvendo a espectrometria atémica,
associada com técnicas cromatogréficas (GC ou LC) foram realizados e publicados!™"®,
sendo que o acoplamento da ICP-MS com a GC permite maior sensibilidade para a deteccao
de As. Todavia, 0 emprego da LC associada a ICP-MS ¢é considerado mais simples, sendo
preferido na analise de especiacdo quimica de As.

Ainda que o uso dessas técnicas hifenadas promova elevada sensibilidade e limites de
deteccdo (LD) mais baixos, existem algumas desvantagens, tais como: complexidade do
método; instabilidade do plasma, no caso do uso de ICP-MS, ocasionada pelos solventes
organicos (fase mével) ou formacdo de fons poliatomicos interferentes.l’® Também se deve
considerar que sdo tecnicas de alto custo, devido a sofisticacdo dos equipamentos
empregados, exigem consideravel experiéncia e conhecimento por parte do analista. Sendo
assim, séo técnicas mais dificeis de serem empregadas em analises de rotina.

Nesse sentido, a HG-AAS € vantajosa por ser mais simples e de menor custo, quando
comparada as demais supracitadas. Embora seja mais limitada, possui sensibilidade suficiente
para a quantificacdo de As inorganico em arroz e seus derivados,”’”! conforme seré avaliado
no presente estudo. A HG-AAS pode ser combinada com sistemas em fluxo, permitindo a

quantificacdo de baixas concentragdes de As.

2.5. TECNICA DE GERACAO DE HIDRETOS (HG)

Para a quantificacdo de As, a HG-AAS ainda é a mais empregada, pois, conforme ja
citado, possui baixo custo operacional, é simples e suficientemente sensivel. O analito
presente na amostra liquida é convertido em um composto volatil, sendo os hidretos entdo
gerados por meio de uma reacdo com um agente redutor. A vantagem da volatilizacdo do
analito como um hidreto gasoso esta na separa¢do e no enriquecimento do mesmo, resultando,
portanto, numa redugdo ou mesmo completa eliminacdo de interferentes e aumento de

sensibilidade.l"®
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No final da década de 60, periodo inicial de aplicacdo da HG-AAS, os hidretos eram
gerados mediante reagdes entre agentes redutores metéalicos em meio &cido. Era empregado
Zn como redutor metélico, o qual era adicionado a solucdo da amostra acidificada com &cido
cloridrico (HCI), formando arsina (AsH3) nesse processo. Todavia, havia muitas desvantagens
uma vez que, ao usar o Zn como redutor, apenas As, Sn e Se podiam ser determinados.
Também, o sinal do branco analitico era alto devido a impureza do metal. Estima-se que
apenas cerca de 8% do analito era transformado em hidreto e liberado, sendo um rendimento
insatisfatorio para determinacéo de elementos traco.!"®!

Dessa forma, tornou-se preferivel o uso de sais de tetrahidroborato, como o de sddio
(NaBH,) como agente redutor, em meio &cido, na geracdo de hidretos. Além de ser mais
eficiente, esse redutor proporciona baixo sinal do branco e diminui o tempo de reacdo,
melhorando assim a precisdo. Entretanto, 0 NaBH, possui a desvantagem de ser instavel em
solugdo aquosa, necessitando a mesma ser preparada para uso imediato. Pode-se aumentar a
estabilidade dessa solugdo mediante sua alcalinizacdo com hidroxido de sédio (NaOH) ou de
potassio (KOH).F!

Para 0 mecanismo da reacdo de geracdo de hidreto, duas hipoteses foram formuladas.
Na primeira (a), os atomos de hidrogénio que formam o hidreto do analito sdo provenientes de
diferentes moléculas do ion tetrahidroborato, originando dois intermediarios. Ja a segunda
hipdtese (b), sugere que os atomos de hidrogénio formadores do hidreto do analito provém da

mesma molécula do ion tetrahidroborato. %

e Hipotese (a)
M(lI) + LsBH -> ABCl1 - [MH] (intermediario 1)
[MH] + LsBH -> ABC2 -> [MH;] (intermediario 2)

[MH;] + LsBH -> ABC3 -> MH; (hidreto final)

e Hipotese (b)
M(II) + LsBH - intermediario - MHj3

sendo, M o elemento de interesse, ABC os complexos intermediarios e L = H", H,O ou OH".
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O NaBHj, proporciona a imediata formacéo dos hidretos, devendo a concentragéo deste
redutor ser escolhida de acordo com o elemento de interesse e o sistema utilizado. Dessa
forma, podem-se gerar hidretos volateis de varios elementos, com boa separacdo do analito da
matriz, o que diminui interferéncias, e aumenta a eficiéncia de transporte do analito para o
atomizador (pode chegar a 100%), melhorando a sensibilidade e o LD.®*€2

Contudo, compostos como a AsB, AsC, arseno-aguicares e outros ndo sao capazes de
formar hidretos volateis com o NaBH,. Outras limitacbes deste método consistem na
dependéncia do pH e das concentragdes dos reagentes, que podem vir a ser criticos para
alguns elementos, assim como os estados de oxidacdo do analito podem influenciar na
geracdo do hidreto.®¥ Todavia, 0 emprego de agentes oxidantes como o perdxido de
hidrogénio (H20,), ou redutores como acido ascorbico/iodeto de potéssio ou a L-cisteina

podem contornar o problema. 81

2.5.1. Analise de especiacdo quimica de As mediante geracéo de hidretos

A técnica de HG depende fortemente do estado de oxidagdo em que o As encontra-se
na solucdo da amostra, sendo que, geralmente, a espécie com menor estado de oxidacédo ird
produzir mais eficientemente o hidreto, devido a vagarosa cinética de conversdo que ha entre
0 As(V) para As(I11).[8H

Outro fator ao qual a HG € subordinada é o pH do meio, sendo que em meio muito
acido (pH entre 0 e 1,5), os hidretos sdo originados a partir de espécies organicas e
inorganicas de As, o que ndo depende do estado de oxidacdo do elemento. J& em valores de
pH aproximadamente neutros, entre 6 e 7, apenas as espécies provenientes de As(lll) sdo
capazes de gerar os hidretos. !

A concentracdo do &cido empregado para deixar o meio redutor, no caso o HCI, é um
fator relevante para a geracdo seletiva dos diferentes hidretos de As, uma vez que em forte
meio &cido o As(V) é facilmente reduzido a As(lll), gerando a AsHs. O NaBH,, agente
redutor empregado, proporciona uma formacéo imediata dos hidretos, sendo que sua liberacédo
da solucdo pode ocorrer entre 10 e 30 s. De acordo com a espécie de interesse e 0 sistema
escolhido, deve-se avaliar a concentracdo de redutor a ser utilizada. Dessa forma, diversas
concentragdes sdo recomendadas, variando de 0,5-10,0% (m/v) para sistemas em batelada e
0,1-1,0% (m/v) para sistemas em fluxo, devendo todas as solucGes serem estabilizadas com

KOH ou NaOH. Em suma, mediante a otimizacdo dos pardmetros reacionais (concentra¢do do
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acido e do redutor), a técnica de HG é capaz de gerar de forma seletiva os hidretos das
espécies de As inorganico.

Para analise de especiacdo quimica de As em amostras de agua e alimentos, a geracdo
de hidretos ja foi eficientemente aplicada.l** %8 Borba et al.’¥) utilizaram a HG-AAS para a
determinacdo de As total, assim como para a especiacdo de As, em &guas subterraneas do
Quadrilatero Ferrifero, em MG, sendo que a concentragdo de HCI variou de 4 a 10 mol L™ e a
de NaBH, de 0,1 a 0,5% (m/v), respectivamente. Farias et al.®* empregaram a analise por
injecdo em fluxo combinada com a espectrometria de absorcdo atdmica com geracdo de
hidretos (FIA-HG-AAS) para a especiacdo quimica de As inorganico na Lagoa dos Patos, no
estado do Rio Grande do Sul (RS), em que foram utilizados HCI 3 mol L™ e NaBH, e 0,3%
(miv). Ja Musil et al.B”) utilizaram HG-ICPMS na anélise de especiacdo quimica de As em
arroz e frutos do mar onde, otimizando as condi¢cdes da analise, escolheram a concentragéo de
4 mol L™ para o HCl e 0,5% (m/v) para o NaBH.

Com o intuito de quantificar as espécies de As inorganico presentes no arroz, a
geracdo seletiva de hidretos, associada a outras técnicas de espectrometria atdbmica, tem sido
empregada.®®®% Chen et al.[®® utilizaram a HG-AFS (geracdo de hidretos - fluorescéncia de
emissao atdmica) para realizar a analise de especiacdo quimica de As em arroz, empregando,
para a geracdo dos hidretos, HCI 4,8 mol L™ e NaBH40,7% (m/v). O LD do As inorganico foi
1 ng g™*. Ainda, os autores compararam os resultados obtidos por HG-AFS com os obtidos por
HPLC-ICP-MS, observando que os resultados para ambas foram bem proximos. Dessa forma,
afirmaram que o emprego da HG-AFS é eficiente e com a grande vantagem de possuir um
custo operacional bem mais baixo que a HPLC-ICP-MS, possibilitando que laboratorios de
analises de alimentos possam incluir em seus escopos a determinacdo de As inorganico.
Empregando a técnica de geracdo de hidretos, acoplada a de ICP-MS, Musil et al.®”!
determinaram As inorganico e total em arroz, utilizando HCI 5 mol L™ e NaBH4 2% (m/v)
para a geracdo de hidretos, conseguindo alcancar um limite de deteccdo de 1,1 ng g™ para o
As inorganico.

Rasmussen et al.®! empregaram HG-AAS para determinar o As inorganico presente
em arroz e bolachas de arroz, sendo a separacdo das espécies inorganicas realizada por SPE
(extracdo em fase solida). Neste caso, a separacdo do As inorganico foi realizado previamente
a geracdo de hidretos de As. Cerveira et al.[®® desenvolveram um método para determinacéo
de As total e inorganico em arroz, utilizando HG-AAS. Para a geracdo seletiva da arsina a
partir do As(I11), foi utilizado HCI 10 mol L™ e NaBH, 0,1% (m/v). J& para o As inorganico,
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os autores realizaram a pré-reducdo do As(V) utilizando &cido ascérbico (1% m/v) e iodeto de
potéssio (0,2% m/v), na presenca de HCI 1,2 mol L™, determinando o As nas mesmas
condicdes empregadas para o As(l11); a concentracdo de As(V) foi obtida por diferenca. Este
meétodo desenvolvido por HG-AAS foi pioneiro, porquanto o As inorganico pode ser
quantificado mediante a geracao seletiva dos hidretos, ou seja, pela utilizagdo de HCI 10 mol
L™ e NaBH,4 0,1% (m/v) e foi comprovado que somente havia formacéo de hidretos a partir
do As (111). O MMA também forma hidretos nas mesmas condi¢des do As (I11), mas a espécie

MMA geralmente ndo € detectada no arroz.
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3. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi a analise de especiacdo quimica de As inorganico em
alimentos derivados do arroz, utilizando-se a técnica HG-AAS. Para tanto, foi avaliada a
extracdo das espécies de As inorganico nas matrizes analisadas, bem como a exatiddo do
meétodo de quantificacdo, mediante testes de recuperacéo do analito (As inorgéanico e As(ll1l)).
A metodologia utilizada é baseada em outra ja desenvolvida para andlise de especiacao
quimica de As em arroz, também mediante HG-AAS, sendo esta adaptada para outras

matrizes: os alimentos a base de arroz.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. INSTRUMENTACAO

As medidas para determinacdo de As foram realizadas em um espectrometro de
absorcdo atbmica Anaalyst 200, proveniente da PerkinElmer, equipado com sistema de
correcdo de fundo com lampada de deutério, em conjunto ao sistema de injecdo em fluxo
comercial FIAS 100, também da PerkinElmer. A introducéo de ar no separador gas liquido foi
realizada com o auxilio de uma bomba peristéltica, da marca Gilson. Como atomizador, foi
empregada uma cela de quartzo convencional, aquecida a uma temperatura de 900 °C.

Como fonte de radiacdo, utilizou-se uma ldampada de descarga sem eletrodos (EDL), a
qual operava a 400 mA. O comprimento de onda selecionado foi 193,7 nm, onde a largura da
fenda do monocromador correspondia a 0,7 nm. Todas as medidas foram obtidas em
absorbancia integrada.

Para a geracdo dos hidretos de As foi utilizado o sistema esquematizado na Figura 2,
no qual a amostra entra em contato com o carreador, no caso o HCI, por meio da valvula (a) e
posteriormente € misturada com o agente redutor, o NaBH,, na confluéncia (b). Apos, a
mistura reacional € transportada para o separador gas-liquido, no qual o gas argénio (Ar)
auxilia no transporte dos hidretos volateis até o atomizador. O residuo gerado dessas etapas é
removido do separador gas-liquido por gravidade para um frasco apropriado, para posterior
descarte.

Para a propulsdo das solucdes de HCI e NaBH, foram empregados tubos Tygon de
coloracdo vermelho-branco, enquanto que um tubo de Tygon preto-branco foi utilizado para
introduzir ar no separador gas-liquido. Um tubo de politetrafluoretileno (PTFE) de 100 cm de
comprimento e 0,8 mm de diametro interno foi empregado para o transporte da solugédo
presente na confluéncia para o separador de gas-liquido. Esse separador gas-liquido, o qual se

apresenta no formato da letra U, foi desenvolvido no préprio laboratério.
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Bomba Peristéltica

Ar

HCI

Amostra : :
H a:

NaBH, : HJL
eereenenenes : — Dreno

Separador Gés-Liquido

Figura 2. Esquema do sistema empregado para a geracdo de hidretos e posterior deteccdo do
As mediante a técnica de AAS. O carreador utilizado foi 0 HCI (4 mL min ™) e o agente
redutor foi 0 NaBH, (4 mL min ™); alca de amostragem: 250 uL; vazdo de argénio: 50 mL
min * e vazéo de ar introduzido no separador gas-liquido: 1,65 mL min *; QT: célula de

quartzo.

A extracdo das amostras de derivados de arroz, para a posterior determinacao do teor
de As, foi realizada mediante aquecimento em placa metalica, modelo Ika-Works RH basicl,
em tubos de vidro, juntamente com a solucdo extratora. Para realizar a extracdo das espécies
de As, empregou-se também um forno de micro-ondas da marca Berghof (Seedwave 4). Para
a separacdo das fases da suspensdo das amostras, utilizou-se uma centrifuga da marca Fanem
(Modelo Baby 206). Todas as pesagens necessarias ao longo do estudo foram realizadas em

balanca analitica digital Shimadzu, modelo AUY220, com precisdo de 0,0001 g.

4.2. MATERIAIS E REAGENTES

Todas as amostras e solucdes empregadas nesse estudo foram preparadas com agua
deionizada e purificada, com resistividade de 18,2 Qcm, no sistema Milli-Q, da marca
Millipore. Os &cidos cloridrico (HCI, 37% m/m) e nitrico (HNOj3, 65% m/m), ambos de grau
analitico, da marca Merck, foram empregados no presente estudo. As solucdes de NaBHy,

necessarias para as analises por HG-AAS, foram preparadas diariamente a partir de NaBH,
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com pureza de 99% (marca Acros Organics) e estabilizadas em hidréxido de sddio (NaOH)
0,01% (m/v), também da marca Merck.

Para a extracdo do As total nas amostras, empregou-se persulfato de potéssio (K,S;0s,
marca Synth) como agente oxidante. Posteriormente, para realizar a redugdo das espécies
pentavalentes de As, acido ascorbico (CsHsOs, marca Nuclear) e iodeto de potassio (KI,
marca Vetec) foram utilizados. Para a pré-reducdo do As(V) a As(l11), na determinacdo do As
inorganico, uma solucdo 5% (m/v) de iodeto de potassio e 1% (m/v) de acido ascorbico foi
preparada em HCI 1,2 mol L™, no momento do uso.

Uma solucio estoque contendo 100 mg L™ de As(l11) foi preparada por dissolucdo de
As;0; (Merck) em agua previamente sonicada durante 30 minutos a fim de remover o
oxigénio dissolvido. SolucBes estoque contendo 1.000 mg L™ de As(V), ou DMA ou MMA
foram adquiridas da Merck, Sigma Aldrich e Chem Service, respectivamente. Quando
necessario, foram preparadas solugdes das espécies em HNO3 1% (V/v).

As solucbes de calibracdo de As(l1l), para a anélise de especiacdo quimica de As,
foram preparadas em HNO3; 1% (v/v) a partir de adequada diluicdo da solucdo estoque de
As(I11). As concentraces das solucdes de calibragdo, em pg L™, foram as seguintes: 1,0; 2,0;
4,0; 6,0 e 8,0 para As(lll) e As(V). Na determinacdo de As inorganico, as solucdes de
calibracdo de As(V) foram preparadas em HCI 1.2 mol L™ + KI 4% (m/v) + 4cido ascorbico
0,8% (m/v), mediante adequada diluicdo da solucdo de As(V). As solucdes de calibracéo para
a determinacdo de As total foram preparadas em K;S;05 0,4% (m/v) e HNO3; 1% (Vv/v),
mesmo meio da solucdo das amostras. Para as amostras liquidas, as solucgdes de calibracdo

foram preparadas em HNO3 1% (v/v).

4.2.1 Limpeza do material utilizado

Os frascos de polipropileno utilizados para armazenamento das amostras, bem como a
vidraria em geral, foram deixados imersos em HNO3; 10% (v/v) e HNO; 50% (v/v),
respectivamente, por um periodo minimo de 48 horas. Transcorrido esse periodo, enxaguou-
se os frascos com agua ultrapura e entdo 0os mesmos foram deixados para secar a temperatura
ambiente. A cela de atomizacdo empregada nas analises, quando necessario realizar sua
limpeza, era deixada imersa em uma solucdo de HNOs/HF, na proporgdo 7:3, por 10 minutos,

sendo em seguida enxaguada com agua ultrapura e deixada secar a temperatura ambiente.
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No presente estudo, foram utilizadas duas celas de quartzo; uma utilizada na
determinacdo de As(lll) e As total e a outra na determinacdo de As inorganico, apds pre-
reducdo do As(V). Isso porque a sensibilidade variava, pois a superficie interna da cela sofria
modificacfes apds o uso da solucdo redutora, composta pelo iodeto de potéssio e &cido
ascorbico. A absorbancia do As diminuia ap6s o uso da solu¢éo redutora.

4.3. AMOSTRAS E PREPARO

Os alimentos derivados de arroz analisados no presente estudo foram adquiridos no
comércio local de Porto Alegre, RS. A lista das amostras solidas encontra-se na Tabela IV.
Aproximadamente 100 g de cada amostra solida foram cominuidas em gral de &gata, sendo,
entdo, peneiradas com o intuito de se obter particulas com didmetro menor do que 0,08 mm.
As amostras de bolachas, arroz para sushi e massa foram primeiramente moidas em

liquidificador industrial e, ap6s, cominuidas em gral de agata.

Tabela IV. Relagdo das amostras de alimentos sélidos a base de arroz analisadas.

Alimento Tipo de arroz empregado
Farinha Branco (polido)

Farinha Integral

Farinha Biodinamico organico integral
Leite em pd Branco (polido)

Mistura para bolo Branco (polido)

Bolo de caneca Branco (polido)

Massa oriental Branco (polido)

Cookies Integral

Creme Branco (polido)

Arroz pré-cozido Integral

Bolacha Integral

Arroz para sushi Branco (polido)

Bolacha com orégano  Organico integral
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Tabela V. Relacdo das amostras liquidas dos produtos a base de arroz analisadas e
respectivos fatores de dilui¢do nas analises efetuadas.

Alimento Tipo de arroz empregado FD
Bebidas lacteas (coco e aveld) Organico 10
Vinagre Branco polido 4
Vinho Branco polido 2
Cerveja Branco polido 5

FD: Fator de diluicao

Para avaliar a exatiddo do metodo empregado realizaram-se testes de recuperacdo do
analito, adicionando-se quantidade conhecida do mesmo antes da extragdo das amostras
solidas ou diluicdo das amostras liquidas, como discutido adiante, na secdo correspondente a

resultados e discussao.

4.3.1 As Total

Para a determinacdo do As total presente nas amostras sélidas, seguiu-se 0 método de
extracdo ja otimizado para arroz.®® Cerca de 250 mg de amostra do alimento & base de arroz,
ja previamente cominuida, foram exatamente pesados e entdo transferidos para frascos
graduados de vidro, onde adicionou-se 1 mL de HNO3z; 10% (v/v) e 2 mL de solucdo de
K,S,035 2% (m/v). A mistura resultante foi homogeneizada com o auxilio de um agitador tipo
vortex e apds foi aquecida em banho-maria, em copo béquer sobre chapa de aquecimento, de
80 a 90°C por 3 horas. Transcorrido esse tempo, a mistura foi deixada resfriar a temperatura
ambiente e em seguida o seu volume foi elevado a 10 mL mediante adicdo de agua
deionizada. A préxima etapa consistiu em centrifugar a mistura a 1600 rpm (rotacbes por
minuto) por 5 minutos, sendo o sobrenadante reservado para posterior determinacdo do As
total por HG-AAS. A extracdo foi realizada com K,S,053 e HNO;3 diluido porque em estudo
anterior®® foi verificado ndo ser possivel a quantificacdo do As total na amostra submetida a
decomposicdo com &cido. No caso das amostras liquidas, como j& citado anteriormente, 0

Gnico tratamento foi a diluicdo das mesmas com HNO; 0,28 mol L™,
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4.3.2 Procedimento utilizado para especiacdo quimica de As

Para realizar a extracdo das espécies de As presente nas amostras, seguiu-se a
metodologia proposta por Calle et al.’™, ja empregada em estudo anterior por Cerveira et
al.®®® De acordo com esse procedimento, pesou-se 500 mg de amostra e adicionou-se 5 mL de
HNO3 0,28 mol L™, deixando-se a mistura repousar por 12 horas ( “overnight”). Apds esse
periodo, as espécies de As foram extraidas mediante a aplicacdo de radiacdo micro-ondas (5
min. a 50 °C; 5 min. a 75 °C e 30 min. a 95 °C), em forno.

Transcorrido 0 tempo necessario para a extracdo, as amostras foram deixadas em
repouso até que atingissem a temperatura ambiente e, entdo, a suspensao obtida foi transferida
para frascos de polipropileno e o volume elevado a 14 mL com HNOs 0,28 mol L™. A
suspensdo final foi centrifugada a 1600 rpm por 5 minutos e 0 sobrenadante reservado para
posterior analise por HG-AAS.

Seguiu-se também outro método de extragcdo das espécies de As, sugerido por Huang
et al.). Neste caso, pesou-se 250 mg de amostra e transferiu-se para frasco de polipropileno
graduado, ao qual foram adicionados 5 mL de HNO3 0,28 mol L™. A mistura resultante foi
aquecida a 95 °C por 90 minutos, em banho-maria em copo de béquer, com o auxilio de uma
chapa de aquecimento. Passado esse tempo, e ap0Os atingir a temperatura ambiente, a
suspensdo foi centrifugada a 1600 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi separado e
reservado para posterior determinacdo de As(l1l) e As inorganico por HG-AAS. Resultados
similares foram obtidos para os dois procedimentos de extracdo (em forno microondas ou
aguecimento em banho-maria), o0 mesmo encontrado por Cerveira et al.®® As amostras
liquidas foram apenas diluidas com HNO3 0,28 mol L™, cujos fatores de diluicdo sio citados
na Tabela V.

Para a reducéo do As, com solucéo contendo Kl e &cido ascorbico em HCI 1,2 mol L™,
5% (m/v) e 1% (m/v), respectivamente, a solucdo da mistura redutora era adicionada as
solucdes de calibracdo e amostras liquidas (diluidas), ou sobrenadante da amostra solida
centrifugada. Essa solucdo foi adicionada as solug¢bes de calibracdo e amostras e, apds um
periodo de 60 minutos de repouso, as mesmas foram diluidas, obtendo-se solu¢des onde as
concentracgdes finais de KiI, acido ascérbico e HCI eram 2,5% (m/v), 0,5% (m/v) e 0,24 mol L~

! respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DESENVOLVIMENTO DO METODO

No presente estudo seguiu-se método ja desenvolvido para determinagdo de As em
arroz. 8 Apés avaliacio, parte das condicdes otimizadas foram mantidas para a realizacéo do
estudo atual. A seguir serdo apresentadas as condi¢cGes empregadas no presente trabalho, bem
como discutidos os resultados encontrados.

5.1.1 Efeito da adicéo de ar no separador gas-liquido

Testes preliminares realizados por Cerveira et al.®® mostraram baixa sensibilidade e
precisdo na determinacdo de As, através da instrumentacéo utilizada para HG-AAS. A fim de
contornar o problema, os autores introduziram ar no separador gas-liquido, de forma a
aumentar a quantidade de gas oxigénio presente na célula de quartzo, o que favorece a
formacdo de radicais no interior do atomizador (nesse caso, a cela de quartzo). Comparando
as absorbancias encontradas para diferentes concentracdes de NaBH, (de 0,1 a 1,5% m/v) e
para diferentes valores de vazdo de ar, foi constatado que a absorbancia aumentou
consideravelmente com a adicéo de ar no sistema, quando utilizado NaBH,4 0,5% (m/v).

Dois testes semelhantes foram realizados no presente estudo, com o intuito de melhor
avaliar o comportamento da absorbancia obtida para As (I11) sob diferentes vazbes de ar e
concentraces de NaBH4;. Como é possivel observar na Figura 3, para concentragcdes de
NaBH, de 0,1 e 0,25% (m/v), o ar introduzido a diferentes vaz6es ndo mostrou influéncia na
absorbéancia lida. No entanto, para concentracdes de 1,0 e 1,5% de redutor, o ar introduzido

aumentou a absorbancia lida para o As(l11), sendo esse aumento até duas vezes maior.
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Figura 3. Influéncia da adicdo de ar no separador gas-liquido na absorbancia do As para 10
ug L™t de As (111); como carreador da solucdo de As foi utilizado HCI 6 mol L™.

Na Figura 4 é possivel observar que para todas as concentracfes utilizadas de NaBH,4
houve aumento da absorbancia lida para o As(ll1), devido a adicdo de ar no sistema. O
aumento da absorvancia foi menor para as concentracdes de 1,0 e 1,5% de redutor. A baixa
absorbancia deve-se a excessiva quantidade de redutor, o qual gera muito hidrogénio, diluindo
a nuvem atdmica no interior da cela de quartzo. Além disso, poderia dificultar a reacdo com
oxigénio. Sendo assim, o ar adicionado nao influenciou. O maior aumento da absorbancia foi
observado para NaBH,4 1,5%, quando adicionado ar ao sistema. Apds a realizacdo destes
testes, optou-se pela vazdo de 1,65 mL min™, valor onde se observou melhores resultados na
absorbéncia lida para as solucdes de As(l11).

Uma vez que a atomizacdo dos hidretos numa cela de quartzo aquecida ocorre devido
as colisdes com radicais livres de H, formados por decomposi¢cdo de moléculas de hidrogénio,
e que esses radicais sdo formados mediante reacGes entre o hidrogénio e o oxigénio, 0
aumento deste por meio da adi¢do de ar ao separador gas-liquido pode ter ajudado a aumentar
a producdo de radicais livres, ocasionando um aumento na absorbancia do As, como
observado nas Figuras 3 e 4. Nos casos em que houve diminuicdo da absorbancia, para vazdes
mais altas de ar, possivelmente seja devido ao consumo de hidrogénio.!®? Contudo, trata-se de

um mecanismo complexo, que demanda estudos mais aprofundados.
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Figura 4. Influéncia da adicdo de ar no separador gas-liquido na absorbancia do As (111), na

concentracdo de 10 pg L™; o carreador da solucéo de As (I11) foi o HCI 10 mol L™.

5.1.2 Efeito do géas de arraste, da alca de reacdo e da vazado dos reagentes

Outras condicdes do método desenvolvido por Cerveira®®, foram avaliadas com o
intuito de otimizar tal método para determinacdo de As total e especiacdo do As inorganico,
nos alimentos a base de arroz.

Primeiramente, avaliou-se a influéncia do gas de arraste, no caso 0 gas argonio (Ar),
introduzido no separador géas-liquido, que auxilia no transporte do hidreto até o atomizador.
Os resultados obtidos foram similares aos mostrados na Figura 5, onde é possivel observar
acréscimo da absorbancia em funcéo do aumento da vazdo do gas Ar, de 40 para 50 mL min™,
devido ao melhor transporte do hidreto para a cela de quartzo. Todavia, para vazdes acima de
75 mL min™ foi observada uma queda do sinal analitico, a qual pode estar relacionado com
uma maior dispersdo do hidreto no atomizador, diminuindo a absorbancia como
consequéncia. Assim, escolheu-se a vazdo de 50 mL min™, considerando-se a sensibilidade e
reprodutibilidade do sinal analitico obtido, mesma vazdo que ja havia sido estabelecida por

Cerveiral®,
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Figura 5. Efeito observado para a vazéo do géas de arraste na absorbancia integrada do As(I11)
na concentracio de 25 pg L™. Condicdes utilizadas: NaBH, 0,5% (m/v) e HCI 1 mol L™. Os
resultados mostrados sdo a média e o desvio padrdo de 10 determinacdes. Adaptado de

Cerveira.™”

Outra condicdo avaliada na sequéncia foi o efeito causado pela alca de reacdo, tendo
em vista que seu volume é um fator muito relevante, porquanto promove a mistura entre o
redutor NaBH, e o carreador HCI, para a geracdo de hidretos. Em estudo anterior,® Cerveira
testou duas alcas de reacdo com diferentes comprimentos, 15 cm e 100 cm. Considerando-se
sensibilidade e precisdo, a melhor resposta foi obtida quando foi utilizada a alca de 100 cm,
sendo o mesmo observado na presente investigacdo. Devido ao pequeno volume, a
absorbancia é muito baixa quando uma alca de reacdo de 15 cm é utilizada, aumentando a
imprecisdo dos resultados. O volume de amostra que passa pela alca de reacdo de 100 cm é
250 pL.

Por fim, foi necessario avaliar a vazdo dos reagentes, sendo eles o agente redutor
(NaBH,) e o carreador (HCI), na eficiéncia da geracdo dos hidretos. Considerando-se um
intervalo de 2 a6 mL min™ e, de acordo com o mostrado na Figura 6, 0 aumento da vazdo dos
reagentes até 4 mL min™ acarretou numa melhor sensibilidade na determinac&o do As, sendo
essa a vazdo escolhida. Aumentando-se ainda mais a vazao dos reagentes, uma diminuicdo do

sinal analitico foi registrada. Sendo assim, para a determinagdo de As nos produtos derivados
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de arroz, também optou-se pela vaz&o de 4 mL min™, tanto para o redutor (NaBH,) quanto o

carreador (HCI), a mesma vazao escolhida por Cerveira.®”
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Figura 6. Efeito da vazdo do NaBH,; e do HCI na absorbancia integrada do As(lll) na
concentracdo de 25 pg L™. CondicBes utilizadas: NaBH4 0,5% (m/v) e HCI 1 mol L™. Os
resultados mostrados sdo a média e o desvio padrdo de 10 determinacfes. Adaptado de

Cerveiral®,

5.1.3 Influéncia das concentracgdes do HCIl e NaBH,4

Conforme estudo anterior,®® utilizado como referéncia para a realizacdo do presente
trabalho, foi verificada a influéncia das concentracdes do carreador (HCI) e do agente redutor
(NaBH,), visto que eles interferem diretamente na geracao dos hidretos de As. Para avaliar o
efeito da concentracao do redutor na geracdo dos hidretos das espécies As(l11), As(V), DMA e
MMA, preparou-se solugdes contendo 10 pg L™ dos analitos, bem como solugdes de NaBH,
com concentracdes que variaram de 0,1 a 1,5% (m/v). De acordo com estudos
anteriores® M1 & nossivel a determinagdo seletiva das espécies inorganicas de As
utilizando concentracdes moderadas de HCI (de 4 a 6 mol L™) e NaBH4 2% (m/v).

Como mostrado na Figura 7, fixando-se a concentracdo do HCIl em 6 mol L™, para
toda faixa de concentragdo de NaBH, avaliada, ocorre a geracdo de hidretos das espécies de
As, com uma contribuicéo significativa dessas na geragdo dos hidretos; dessa forma, ndo foi

possivel realizar a separacdo das espécies nessas condigdes. Salienta-se que é necessario
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limitar a concentracdo méaxima de redutor em 1,5% (m/v) devido & grande producdo de
hidrogénio que ocorre, 0 que eleva a instabilidade do sistema e prejudica a precisédo das
medidas.
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Figura 7. Influéncia da concentracdo do NaBH, nas absorbancias do As(I11), As(V), DMA e

MMA, na concentracio de 10 pg L™ para cada espécie. O carreador utilizado foi o HCI 6 mol
L. Adaptado de Cerveira.’”

Conforme mostrado na Figura 8(a), com o aumento da concentracdo do acido,
melhores resultados foram obtidos, ocorrendo aumento da absorbancia do As(l1l), sendo que
para as espécies de As(V) e MMA nédo houve mudancas significativas e para 0 DMA houve
um abaixamento gradativo no sinal analitico. Aumentando-se a concentracdo do HCI para 10
mol L™, as absorbancias relativas as espécies As(V) e DMA foram equivalentes aquela do
branco analitico, sendo que a variacdo da concentracdo do redutor resultou em

comportamento similar, como é possivel verificar na Figura 8(b).
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Figura 8. Influéncia das concentracbes do HCI (a) e do NaBH, (b) nas absorbancias do
As(III), As(V), DMA e MMA, na concentra¢io de 10 pg L™ para cada espécie. Condicoes
utilizadas: (a) NaBH,0,1% (m/v); (b) HCI 10 mol L. Adaptado de Cerveira.l*”

Ao observar os resultados mostrados na Figura 8(b), nota-se que em altas
concentracdes de HCI e baixas concentracdes de NaBH, é possivel detectar apenas o As(l11) e
0 MMA, uma vez que o sinal analitico obtido para as espécies As(V) e DMA podem ser
desconsiderados. Musil et al.®"! reportaram que a menor eficiéncia observada para a geragéo
dos hidretos das espécies metiladas estd relacionada a protonacdo dessas em meio muito
4cido. Lehmann et al.’4 explicaram que em condices fracamente 4cidas até pH neutro, o
processo de reducdo do As(V) a As(lll) para a geracdo da arsina ndo envolve cinética e
termodinamica favoraveis, em razdo do aumento do pH inibir o potencial de reducéo.

Todavia, conforme observado por Cerveira,®® mesmo em meio fortemente 4cido, o
As(V) ndo foi reduzido a As(l11), demonstrando que em altas concentra¢fes de HCI e baixas
concentracdes de redutor, a formacdo da arsina a partir do As(V) néo é viavel. Ja foi relatado
em publicagdes posteriores que 0 MMA geralmente ndo é detectado no arroz.®™*®! Com isto,
a geracdo seletiva de hidretos de As (IIl1) em arroz é possivel. Sendo assim, optou por
empregar HCI 10 mol L™ e NaBH, 0,1% (m/v), para a determinacdo seletiva do As(llI),
considerando-se 0 MMA ausente também nos produtos derivados do arroz, tendo em vista

que 0s mesmos também sdo oriundos do cereal.
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5.2 CONDICOES PARA A REDUCAO DO As INORGANICO

Uma vez que as condi¢Oes de acidez do meio e a concentracdo do agente redutor
necessarias para a quantitativa geracdo dos hidretos de As(lll) e As(V) ndo sdo iguais, a
eficiéncia para gerar os hidretos também ndo € igual. Assim, para a determinagdo das espécies
inorganicas é necessario que o As pentavalente seja previamente reduzido a As(I11) antes de
ser determinado. Dois diferentes agentes pré-redutores, com o intuito de determinar o As
inorganico nas mesmas condi¢cdes do As(l11), sdo geralmente utilizados: solucdo de L-cisteina
2%(m/v) e solugdo contendo Kl/&cido ascorbico.

Com o emprego da L-cisteina, ja foi observada reducio da absorbancia,® chegando
ao nivel daquela do branco analitico. Apds lavagem e ativacdo da cela de quartzo, foi
observado o retorno do sinal analitico, mas ao analisar uma solugdo da amostra adicionada de
L-cisteina 2% (m/v), notou-se novamente a perda do sinal analitico. Sendo assim, foi
constatada a inviabilidade do uso da L-cisteina como agente redutor na determinacéo do As.
Esse problema pode estar relacionado com a formacdo de compostos volateis oriundos da L-
cisteina, tendo em vista que essa possui grupos tiol em sua estrutura e, umavez queo Seo O
sdo semelhantes, pode ocorrer alguma mudanca na superficie do quartzo, inviabilizando a
decomposicao do hidreto.

Dessa forma, no presente trabalho, optou-se por utilizar uma mistura entre Kl e acido
ascorbico para a pré-reducdo das espécies inorganicas de As, uma vez que esses reagentes ja
se mostraram eficientes para tal finalidade.®®1°®! Trés diferentes concentraces dessa mistura
foram avaliadas em relagéo a eficiéncia na geracdo de hidretos a partir do As(V), escolhendo-
se a solucdo que continha 4% (m/v) de Kl e 0.8% (m/v) de &cido ascdrbico, em virtude da
maior absorbancia e precisdo observadas. Com o intuito de diluir a solu¢cdo da amostra o
minimo possivel, para que se preservasse a sensibilidade, a solu¢do Kl/acido ascorbico foi
preparada em HCI 1,2 mol L™, em relacdo ao sobrenadante. Salienta-se que a reducdo do As
somente ocorria se a mistura fosse preparada em HCI.

Escolhida a condicdo para a pré-reducdo do As(V), fazia-se necessario avaliar a
influéncia exercida pela mistura redutora na geracdo dos hidretos das espécies inorganicas de
As. Como é evidenciado na Figura 9, a mistura Kl/acido ascorbico reduz efetivamente o
As(V) a As(l11), permitindo assim a determinacdo de ambas espécies, uma vez que a espécie
pentavalente de As pode ser determinada por diferenga, assumindo-se a auséncia de MMA.

No presente estudo utilizou-se, entdo, KI 5% (m/v) e acido ascérbico 1% (m/v) em HCI 1,2
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mol L™, para determinar as espécies As(V) e As(l11) nos alimentos derivados de arroz, nas
mesmas condices empregadas para o As(I11), que sdo HCI 10 mol L™ e NaBH4 0,1% (m/v).
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Figura 9. Influéncia da concentracdo de NaBH, nas absorbancias do As(l111), As(V), DMA e
MMA, na concentracio de 10 pg L™ para cada espécie, submetidas & etapa de pré-reducéo
com Kl (5% m/v) e 4cido ascérbico (1% m/v) em HCI 1,2 mol L™. Condicdes utilizadas: HCI
10 mol L. Adaptado de Cerveiral®.

A Tabela VI resume as condi¢bes do método adaptado no presente estudo, para a

determinacdo de As total, As(l1l) e As inorganico em alimentos derivados de arroz.
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Tabela V1. Condi¢des do método de determinacdo de As total, As(lll) e As inorganico em

alimentos derivados de arroz, por HG-AAS.

AsS (I | I) e As As Total

Variavel . A
inorganico

[HCI] (mol L™) 10 6
NaBHa, % (m/v) 0,1 0,5
Vazéo do HCl e NaBH, (mL min™) 4 4
Alca de amostragem (uL) 250 250
Vazdo do gas de arraste (Ar) (mL min™) 50 50

4/0,8 -

Kl/acido ascorbico, % (m/v)*

*solucdo em HCI 1,2 mol L™, empregada apenas na determinacéo de As inorganico.

5.3 SENSIBILIDADE, PRECISAO E EXATIDAO

5.3.1 Parametros de mérito

Os parametros de mérito do método desenvolvido/adaptado para a determinacédo de As
total e especiacdo gquimica de As, em alimentos derivados do arroz, sdo apresentados nas
Tabelas VII e VIII. Para calcular os valores dos limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo
(LQ), em pg L™, foram utilizados os critérios de trés e dez vezes o desvio padréo, (3s) e (10s),
respectivamente, de dez medicdes consecutivas do analito no branco analitico. Esses valores
foram aplicados nos calculos do LD e do LQ do método, considerando-se a massa (g) de
amostra e a diluicdo envolvida. No que tange as amostras liquidas, considerou-se os valores
dos fatores de diluicdo de cada uma. A Tabela VII mostra os valores de LD e LQ encontrados

para as amostras sélidas e a Tabela V111 para as amostras liquidas.
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Tabela VII. Limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ) instrumental (em pg L™) e do
método (em ng g™*) para as amostras s6lidas e parametros da curva de calibracéo.

LD LQ LD LQ Parametros da curva de calibracao
(gL (gL (ngg”) (ngg? ] B
Eq. Regresséo r FC (ug L")
y = 0,07825x -
AsTotal 017 052 68 21 000533 09990 1,0-8,0
y = 0,18466x +
0,9994 1,0-8,0
As(I11) 0,25 0,84 5,0 17 0,00329
y = 0,35928x +
iAs 033 11 11 35 002088 9997 1080

FC: Faixa de concentracao; r: coeficiente de correlacéo

Tabela VIII. Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método para as amostras

liquidas. O LD e o LQ instrumental séo citados na Tabela VII.

LD (pg LY LQ (pgL™)
Amostras
Astotal  As(lll) iAs* Astotal  As(lll) iAs*
Bebidas lacteas 4 7 250  6.60 520 840 22
Vinho 0,68 1,00 1,30 1,04 1,68 4,40
Cerveja 0,85 1,25 3,30 2,60 4,20 11
Vinagre 0,34 050 264 2,08 336 8,80

Para calcular o LD e o LQ do As total, em ng g™, considerou-se 250 mg de amostra
em um volume final de 10 mL de suspensdo. Para o célculo do LQ e LQ do As(lll) e As
inorganico, considerou-se 250 mg de amostra em 5 mL e 4 mL de suspensao,
respectivamente, sendo esse Ultimo ainda multiplicado por 2, correspondente ao fator de

diluicéo.
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5.3.2 Validagéo da exatidao do método

Usualmente, com o intuito de validar a exatiddo do método desenvolvido para
determinacgdes analiticas, analisam-se materiais certificados com matriz similar a da amostra.
Todavia, para os alimentos derivados de arroz analisados no presente trabalho ndo ha material
de referéncia que possibilite avaliar a exatiddo do método, com exce¢do da farinha de arroz.
Uma alternativa vidvel consiste na realizacdo de testes de recuperacdo do analito, também
conhecido como “spike”, em que se adiciona uma quantidade conhecida do analito a
replicatas da amostra, a qual é em seguida analisada nas condi¢des do método desenvolvido.
Apbs, compara-se 0s resultados encontrados com os esperados, desejando-se obter
recuperacdo proxima a 100%.

Para verificar a correta recuperacdo do As total nas amostras sélidas, adicionou-se um
volume tal que se obtivesse 2 pg L™ do analito em cada replicata da amostra, preparada em
triplicata, e realizou-se a extracdo, conforme o método j& anteriormente descrito. Os valores
para a amostra com sem adicao de spike foram comparados, sendo os resultados encontrados
listados na Tabela 1X. Como é possivel observar, a recuperacao foi 100% ou proxima desse
valor, indicando que ndo houve perdas do analito durante a execucdo do procedimento

experimental ou efeitos de matriz.

Tabela IX. Recuperacdo do As total adicionado as amostras sélidas de alimentos a base de
arroz, de forma a obter 2 pug L™ do elemento no extrato da amostra. Os resultados sdo a média

e 0 desvio padrdo de trés determinacdes (n = 3).

Presente nasol. da Apo6s Adicdo  Esperado

Amostra L L L R (%)
Amostra(ngg™) deAs(ngg") (ngg™)

Mistura para Bolo 52,6 +4,9 136,9+7,7 133,7 102
Bolacha com

) 915+29 182,5+ 6,6 171,0 107
Orégano
Leite em pd 14,7 +0,2 945+ 1,6 93,3 101
Cookies 442+19 123,1+4,0 1227 100
Massa 23,0+2,2 60,1 + 4,6 62,4* 96

R: Recuperagdo;*: amostra enriquecida de modo a obter 1 ug L™ de As no extrato.
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Também foram realizados testes para verificar a recuperacdo de As(lll) e As(V) nas
amostras sélidas, adicionando-se um volume tal que se obtivesse 4 ng L™ das espécies em
cada triplicata das amostras. Realizou-se a extragdo e o tratamento das mesmas conforme o
método j& descrito, comparando-se 0s resultados obtidos para as amostras com e sem spike.
Esses resultados sdo mostrados nas Tabelas X e XI, onde € possivel observar boa e satisfatéria
recuperacdo do analito, com excecdo do As(l1l) no leite em p6 de arroz, onde a recuperacdo
ndo foi quantitativa.. Acredita-se que esse resultado insatisfatorio possa estar relacionado com
a dificuldade de extracdo dessa amostra, que foi analisada diversas vezes, e as concentragdes
encontradas ndo foram precisas. Apds a extracdo era possivel notar a presenca de particulas
solidas, que flutuavam no sobrenadante, sendo de dificil separacdo mesmo apds a etapa de
centrifugacgdo, pois ndo decantavam como as demais particulas solidas das outras amostras.
Dessa forma, é possivel que haja interferéncia de matriz e que o método experimental aqui
empregado ndo seja aplicavel para amostras como o leite em po, devido a dificuldade de

extracdo que foi observada, sendo necessarios mais estudos acerca de matrizes similares.

Tabela X. Recuperacdo do As(ll1) adicionado as amostras sélidas de alimentos a base de

arroz, de forma a obter 4 ug L™ da espécie no extrato da amostra (n = 3).

Amostra Presente na Apos Enriquecimento  Esperado R (%)
Amostra (ng g) (ngg™) (ngg™)
Bolacha Integral 32,3+£3.2 106 + 3 113 96
Bolacha Organica 62,4 +8,2 142 +1 144 99
Leite em Po 94+0,9 31,1+81 89,5 35
Cookie <LQ 67,6 + 3,2 80,1 87
Massa 18,7+ 24 90,9+10,9 99,2 102
Bolacha 42,4 +2,6 127+ 6 123 107
Mistura para Bolo 249+ 1,8 109 £ 7 106 106
Bolo de Caneca 142+15 85,7+ 3,2 93,4 94
Arroz para Sushi 67,2+1,1 153+ 3 148 104
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Tabela XI. Recuperagdo do As(V) adicionado as amostras solidas a base de arroz, de forma a

obter 4 ng L™ de As inorganico no extrato obtido da amostra (n = 3).

Amostra Presente na1 Apds Enriqu?cimento Esperaflo R (%)
Amostra (ng g)* (ngg”) (g g”)
Bolacha Integral 47,8 +9,0 165+ 6 177 95
Bolacha Organica 96,2+ 11,9 259 + 8 227 117
Leite em P4 23,9+ 3,7 126 +£5 152 84
Cookie 35,8+0,7 124 +1 165 77
Massa 359+5,6 175+8 165 107
Bolacha 72,9+6,6 184 + 6 203 93
Mistura para Bolo 32,7+17 153+ 6 161 95
Bolo de Caneca 22,4+14 134+ 3 151 94
Arroz para Sushi 52,2+1,2 150+ 2 181 102

* Determinado como As inorganico

Para as amostras de farinha de arroz analisaram-se materiais de referéncia certificados
(NIST 1568a e ERM BC211). Como pode ser observado na Tabela XII, as concentracdes de
As inorganico e As total encontradas sdo concordantes com as certificadas. Além disso, de
acordo com Cerveiral®, a recuperacdo das espécies de As (I11) e As(V) adicionado as
amostras de arroz foram proximas a 100% que, juntamente a analise dos materiais de

referéncia certificados, comprovam a exatiddo do método.

Tabela XII. Resultados da analise dos materiais de referéncia de farinhas de arroz. Os

resultados sdo a média e o desvio padrdo de trés determinacdes (n = 3).

NIST 1568a ERM BC211
Certificado Encontrado Certificado  Encontrado
(ngg”) (ngg™) (ngg™) (ngg™)
As Inorganico - - 124 £ 11 116 £3
As total 290 + 30 270+ 15 260 + 13 257 +15
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Quanto ao As total nas amostras liquidas, foram feitas adi¢cbes de modo a se obter 1 e
2 pug L™ do elemento em cada aliquota da amostra diluida, em triplicatas, diluindo-se cada
uma conforme indicado na Tabela V. As concentragcbes encontradas sdo apresentados na
Tabela XIII. Conclui-se que a exatiddo do método empregado foi também satisfatéria para as
amostras liquidas, tendo em vista a recuperacdo préxima a 100%, sugerindo que ndo houve

efeitos de matriz.

Tabela XI11. Recuperacdo do As total adicionado as amostras liquidas diluidas (n = 3).

Presente na Sol. da Adicionado Encontrado

0)
AmOSTE  Amostra(ugL®) (gLl (gLt N9
Cerveja 1,3 2 3,82 116
Vinho 0,67 1 1,60 96
Vinagre 1,0 1 2,1 105
Bebida lactea 18 5 3.8 100
sabor coco
Bebida Iac:[ea 25 5 45 100
sabor avela

Igualmente, visando avaliar a recuperacdo do As(l11) nas amostras liquidas, adicionou-
se a espécie de modo a se obter 1 pug L™ na amostra diluida, em triplicatas, diluindo-se cada
uma segundo informado na Tabela V. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela XIV,
onde se observa que a recuperacao do As(l1l) foi entre 93 e 112%, que pode ser considerada
boa. A excecao foi o vinho de arroz, no qual a concentracdo da amostra ficou abaixo do LD
instrumental, e a recuperacdo do As(lll) adicionado foi muito baixa. A analise foi repetida,
mas a recuperacdo do As(lll) continuou no mesmo nivel, revelando a interferéncia de matriz

que possivelmente ocorre nesta determinacgéo.
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Tabela XIV. Recuperagdo do As(lll) adicionado as amostras liquidas a base de arroz, de

forma a obter 1 ug L™ da espécie (n = 3).

Presente na Sol. da Encontrado  Esperado

Amostra ) : - R (%
Amostra(ugL?)  (ugL?) (gL ROV

Cerveja 0,68 + 0,06 157+0,21 1,68 93
Vinho <LD 0,36 + 0,03 1,00 36
Vinagre 0,49 +0,18 1,56 + 0,22 1,49 105
Bebida lactea

sabor coco 1,38 + 0,14 2,49 + 0,08 2,38 105
Bebida lactea

sabor avels 1,08 + 0,05 2,33+0,1 2,08 112

5.4 DETERMINACAO DE As TOTAL

A Tabela XV mostra os resultados encontrados na determinacdo de As total nas
amostras de alimentos derivados de arroz, com concentracdes entre 20,3 e 136 ng g™ para as
amostras solidas e 1,35 e 24,6 ug L™ para as amostras liquidas. A concentracdo média de As

para as amostras solidas foi 73,4 ng g e para as amostras liquidas foi 10,8 pg L™
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Tabela XV. Concentracdo de As total encontrada nas amostras de alimentos a base de arroz
analisadas. Os valores sdo a média e o desvio padrdo de trés determinacGes (n = 3).

Concentracao
Amostra
Arsénio Total (ng g*)
Farinha de Arroz Branco 799+21
Farinha de Arroz Integral 1 124 £ 9
Farinha de Arroz Integral 2 115+ 6
Farinha de Arroz Integral Biodinamico 56,8 +8,7
Leite em P6 de Arroz 358+04
Mistura para Bolo 63,9 +8,4
Bolo de Caneca 56,4 £ 3,9
Massa Oriental 46,3+1,4
Cookies 90,0£29
Creme de Arroz 20,3+£11
Arroz Integral Pré Cozido 57,6 £2,7
Bolacha de Arroz Integral 835+22
Bolacha de Arroz Organico 120+ 3
Bolacha de Arroz Organico
Temperada com Orégano st
Arroz para Sushi 136 + 2
Bebida Léactea Coco® 17,6 +3,5
Bebida Léactea Aveld® 24,6 +0,5
Vinagre de Arroz® 4,15+ 1,42
Cerveja de Arroz® 6,51 + 1,74
Vinho de Arroz® 1,35+0,12

# Concentragdes em pg L™

Conforme pode ser observado na Tabela XV, ha grande variacdo da concentracdo de
As total nas amostras analisadas, tendo em vista os diferentes tipos de arroz utilizados para a
preparacdo de cada alimento, bem como 0s outros componentes presentes. As farinhas e as

bolachas de arroz integral contém mais As, no geral, quando comparadas ao restante dos
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produtos. Isso pode ser explicado pela maior concentracdo desse elemento na casca do arroz,
conhecido por arroz integral.® O arroz do tipo polido branco para preparo de sushi tem uma
concentracdo de As total que estd de acordo com a encontrada em estudo anterior, para
amostras de arroz com este tipo de beneficiamento."!

As bolachas e as bebidas produzidas a base de arroz organico contém mais As em sua
composicdo, o que era inesperado, uma vez que alimentos organicos séo cultivados em solos
livres de insumos quimicos. Todavia, isso demonstra que ndo apenas pesticidas e fertilizantes
empregados no solo podem contribuir para a contaminacgdo da planta de arroz, mas também o
As presente no proprio solo onde o arroz é cultivado.®® J4 o vinagre, a cerveja e o vinho,
contém pouco As, 0 que pode ser devido ao processo de fermentacdo e preparacdo dos
mesmos. A concentracdo de As é mais alta nas bebidas lacteas e, dependendo do consumo, o
individuo podera contaminar-se com o As presente. Além disso, de acordo com a Tabela XIV,
a concentracdo de As(l11), espécie mais toxica, esta acima de 10 pg L™ nessas bebidas.

Para avaliar os resultados obtidos para As total em amostras liquidas, as mesmas
foram analisadas por ICP-MS, pelo prof. Valderi Dressler, da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM). Como ¢é possivel observar na Tabela XVI, ao fazer comparacdo entre 0s
resultados, a concentracdo de As total determinada por ICP-MS nas bebidas lacteas e no
vinagre foram bem proximas das encontradas no presente trabalho, determinadas por HG-
AAS. Apenas para 0 vinho de arroz os resultados diferiram, mas pode ser observado que a
imprecisdo foi muito alta na determinagdo por ICP-MS, indicando possivel interferéncia de

matriz.

Tabela XVI. Concentracbes para As total encontrada nas amostras liquidas a base de arroz
analisadas por ICP-MS e HG-AAS. Os valores sdo a média e o desvio padrdo de trés

determinacdes (n = 3).

As total (ng L)  Astotal (ng L)

Amostra ICP-MS HG-AAS
Bebida lactea Coco 19,0 £ 0,15 17,6 £3,5
Bebida lactea Aveld 28,2 +£1,52 246 £0,5
Vinho 455+ 217 1,35+0,12
Vinagre 4,62 + 0,38 4,15+ 1,42
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Os resultados encontrados no presente estudo mostram-se similares a alguns outros ja
publicados sobre As total em produtos de arroz, com algumas varia¢6es, mas dentro da faixa
de desvio padréo estimado.t??H2IB7 gequndo a investigagdo conduzida por Munera-
Picazo et al*?., nas amostras de farinha de arroz analisadas a concentracéo de As variou de
30,5 a 107 ug kg™; nas bebidas & base de arroz o As variou de 18,5 a 18,9 pg kg™, valores
condizentes com os encontrados no presente estudo. Sun et al.”yl, em seu estudo de
determinacdo de As em uma série de alimentos a base de arroz consumidos pela populacéo
britanica, encontraram concentragdes entre 140 a 280 pg kg™ de As nas amostras solidas e 10
a 30 pg L™ de As nas amostras liquidas analisadas. Segundo os autores, as altas concentracdes
de As encontradas nas amostras sélidas refletem a grande presenca desse elemento nos graos
de arroz, principalmente devido a sua regido de origem. Ja em relacdo as amostras liquidas,
nas quais foram encontradas menores concentracfes de As do que nas solidas, os autores
justificam que isso deve-se a diluicdo do produto obtido do arroz pela adicdo de agua no
processo de preparacdo desses produtos, como vinagres, 0leos e leites de arroz. Em relagéo as
bebidas & base de arroz, também conhecidas como leite de arroz, Meharg et al.®® citam
concentracdes de As total entre 10,2 e 33,3 pug L™, com uma concentra¢io média de 22 pg L™,
que estdo de acordo com 0s encontrados no presente estudo, cuja concentracdo média nessas
bebidas foi 21,1 ug L™

5.5 DETERMINACAO DE As INORGANICO

Para a especiacdo quimica de As inorganico nas amostras de alimentos solidos a base
de arroz analisadas no presente estudo, foram aplicados dois métodos; extracdo com
aquecimento em banho-maria ou forno micro-ondas, obtendo-se resultados similares. A
Tabela XVII apresenta as concentracBes encontradas nas amostras solidas, para As
inorganico, As(lll) e As(V), esta obtida por diferenca. Para facilitar a comparacdo, a
concentracdo de As total é também mostrada na Tabela XVII. E possivel observar a grande
variacdo da concentracdo de As e respectivas espécies nas amostras analisadas, em razdo dos
diferentes tipos de arroz utilizados para a elaboracdo de cada alimento, bem como 0s outros
componentes que se encontram presentes.

A concentracdo de As inorganico nas amostras sélidas variou de 23,7 a 82,9 ng g™
Como ja citado, de acordo com a FDA e a WHO, o limite maximo toleravel para As

inorganico em arroz é de 200 ng g*** e, uma vez que os produtos aqui estudados sdo
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derivados do arroz, pode-se considerar que todas as concentracfes determinadas encontram-se
dentro do limite estabelecido. Em 2015, a Unido Europeia estabeleceu limites para As
inorganico em arroz e seus derivados, tais como: (a) 200 ng g™ em arroz branco polido; (b)
250 ng g™ em arroz parboilizado; (c) 300 ng g™ em bolachas e bolos de arroz, e (d) 100 ng g™
em alimentos & base de arroz para bebés e criancas.®® Contudo, como é evidenciado por Sun
et al.®l, a preocupacdo em torno da concentracdo de As inorganico nesses alimentos é que,
mesmo que contenham niveis de As dentro do permitido, a alta ingestdo diaria dos mesmos,
especialmente por individuos celiacos ou com outras restricdes alimentares, acabe por causar

graves riscos a satde dos mesmos, a longo prazo.
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Tabela XVII. Concentracdo de As inorganico, As(lll), As(V) e As total, encontrada nas
amostras solidas de alimentos a base de arroz analisadas. Os valores sdo a média e o desvio

padrdo de trés determinacdes (n = 3).

Concentracao (ng g*)

Amostra |n0r§§nico As(I11) As(V)? As Total
Farinha de arroz Branco 543+14  46,1+08 8,2+16 799+2
Farinha de arroz Integral 1 751+05 718+6,1 33+6,1 124 +9
Farinha de arroz Integral 2 829+47 474+51 355+6,9 115+6
Farinha integral 437412 217+28 220+30  568+09
biodinamico ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Leite em pé 298+36 165+72 133180 358+0,4
Mistura para bolo 26,7+03 256+0,6 1,1+0,7 63,9+8
Bolo de caneca 30,8+1,7 12,3+0,3 185+ 1,7 56,4+ 4
Massa oriental 23,7+69 160+15 7,7 £7,0 46,3+1
Cookies 30,3+4,3 9,5+0,6 20,8 +4,3 90,0+3
Bolacha Integral 528+33 37,7+3,7 15,1 +£5,0 835+2
Bolacha organica 651+34 52,7+59 12,4 £6,9 120 £ 3
E&'g;:]‘g organica com 620+7,6 471437 14984 123+7
Arroz para sushi 776+20 48,0+4,4 29,6 £4,8 136 £ 2

% obtido por diferenca entre o As inorganico e o As(l11).

As concentracdes de As(I11) encontradas nas amostras liquidas séo citadas na Tabela
XVIII. O As(V) ndo pdde ser determinado nas amostras liquidas devido a baixa concentracao
de As nessas amostras. Investigou-se a determinacdo do As inorganico nessas amostras
liquidas, seguindo o mesmo procedimento experimental utilizado para as sélidas. Todavia,
ndo foi possivel por estar abaixo do limite de quantificacdo. No vinho, inclusive, o As(l11) ndo
foi detectado. Sendo assim, ndo foi possivel realizar a especiacdo quimica de As inorgénico

nas amostras liquidas, por HG-AAS.
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Tabela XVIII. Concentracdo de As(lll) encontrada nas amostras liquidas a base de arroz
analisadas. Os valores sdo a média e o desvio padrdo de trés determinacdes (n = 3).

Concentracao
Amostra As (1), pg LY As(ll), pg L™
HG-AAS HPLC-ICP-MS
Bebida lactea sabor coco 11,4+04 11,84 + 0,16
Vinho <LQ -
Cerveja 2,55 +0,30 -
Vinagre 1,24 +0,24 -

O As(111) foi também determinado na bebida lactea sabor coco através da técnica de
HPLC-ICP-MS, pelo Prof. Valderi Dressler, da UFSM, cujos resultados s&o também
mostrados na Tabela XVIII. Nota-se, nessa Tabela, que foi encontrada a mesma concentracéao
de As(I1l) por ICP-MS e por HG-AAS. Os resultados obtidos nesse estudo mostram-se de
acordo a outros ja publicados sobre especiacdo de As em alimentos derivados de arroz, ainda
que com algumas variacdes dentro da faixa de desvio padréo estimado.#2°! Assim como
reportado por Sun et al.”! e Meharg et al.,” o As inorganico predomina nesses alimentos,
representando, na maioria dos casos, aproximadamente de 60% a 80% do contetdo total de
As. A faixa de concentracéo de As inorganico encontrado por Meharg et al.® em bebidas a
base de arroz (leite) foi de 7,1 a 20,7 pg L™, condizentes com os valores encontrados nas

bebidas lacteas analisadas no presente estudo.
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6. CONCLUSOES
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6. CONCLUSOES

No presente estudo adaptou-se um método ja desenvolvido e otimizado para a
determinacdo de As total e andlise de especiacdo quimica de As inorganico em arroz por HG-
AAS, baseado na geracgdo seletiva de hidretos de As (I11). Este método foi aqui adaptado para
alimentos a base de arroz, representando amostras liquidas e solidas.

A separagdo das espécies de interesse foi eficiente, confirmando que o método
desenvolvido para a determinacdo de As inorganico em arroz também pode ser aplicado a
seus derivados. Os hidretos do As(lll) sdo gerados seletivamente a partir de NaBH4 0,1%
(m/v) e HCI 10 mol L™. O As(V) é reduzido com KI e écido ascorbico e entdo determinado
como As(Ill), sendo depois sua concentracdo estimada a partir da diferenca entre 0o As
inorganico (As(I11) + As (V)) e As (I11). Nas amostras liquidas determinou-se apenas o As(I11)
e 0 As total; devido a0 LQ mais elevado, o método ndo se mostrou adequado para a
determinacgéo de As inorganico nestas amostras.

Tendo-se em vista a inexisténcia de materiais de referéncia certificados para o0s
produtos a base de arroz aqui analisados, fizeram-se testes de recuperacdo do analito para
avaliar a exatiddo do método. As recuperacdes mostraram-se satisfatorias, com valores
proximos a 100%. Os limites de quantificacdo alcancados para as amostras sélidas (17 e 35 ng
g, para As(lll) e para As(V), respectivamente) podem ser considerados adequados,
indicando a viabilidade de quantificacdo dessas espécies nos alimentos derivados de arroz
através da HG AAS.

A extracdo do As total presente nas amostras analisadas, mediante o emprego dos
reagentes K,S,;0g 2% (m/v) e HNO3; 10% (v/v), juntamente com o aquecimento em banho-
maria, possibilitou a correta determinacdo do As total. Os testes de recuperacdo do analito
revelaram boa exatiddo, com recuperac@es proximas a 100%. No caso das amostras liquidas, a
diluicdo das mesmas com HNO; 0.28 mol L™ também possibilitou a obtencéo de resultados
satisfatorios.

Como era esperado, a partir de dados ja publicados, foram encontradas concentragcdes
inferiores aos limites maximos permitidos para As inorganico pela FDA/WHO e para As total
pela ANVISA. Nos alimentos produzidos a base de arroz integral foram encontradas maiores
concentracdes de As total e As inorgénico, como ja era aguardado, visto que a casca do arroz
é a parte do grao que mais contém As.

Conclui-se que HG-AAS, mediante a geracdo seletiva de hidretos a partir do As (I11), é

adequada para a anélise de especiagdo quimica de As inorganico em alimentos derivados de
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arroz, tais como, farinha, bolacha, misturas para bolo e outros. Assim, o método pode ser
empregado para monitorar a qualidade desses alimentos com respeito ao As inorganico, de
modo a atender a legislacéo atual.

. ~ 74
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