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RESUMO

Na presente dissertacdo é proposto um método de analise de especiagdo quimica de
arsénio em arroz , que foi desenvolvido mediante a espectrometria de absorcdo atbmica com
geracdo de hidretos (HG-AAS). A geracgdo seletiva de hidreto a partir do As(l11) foi obtida
com NaBH,4 0,1% (m/v) e HCI 10 mol L™. O As inorganico total foi determinado apés pré-
reducdo do As(V) e determinado juntamente com o As(ll1), nas mesmas condigdes utilizadas
para o As(lll). A concentracdo do As(V) foi estimada pela diferenca entre o As(lll) e As
inorganico total. Acido ascérbico 1% (m/v) e KI 5% (m/v) na presenca de HCI 1,2 mol de L™
foram utilizados para reducdo do As(V) a As(ll1). As espécies de arsénio foram extraidas do
arroz usando-se HNO;z; 0,14 mol L™ e radiacdo micro-ondas ou HNO; 0,28 mol L™ e
aquecimento em banho-maria a 95 °C, antes da determinacdo do As por HG-AAS. A exatidédo
do método foi avaliada através de testes de recuperacdo do analito e uso de material de
referéncia certificado de farinha de arroz (NIST 1668a e ERM-BC211). O As total foi
quantificado apds extracdo com K,S,05 2% (m/v) e HNO3; 10% (v/v) sob aquecimento em
banho-maria a 90 °C, seguido da determinacgdo do As por HG-AAS. Os limites de deteccdo do
As(111) e As inorganico foram 1,96 ng g™ e 3,85 ng g, respectivamente.O limite de deteccio
do As total foi 14 ng g*. O método foi aplicado na analise de 13 amostras de arroz de
diferentes tipos (polido, integral, orgénico, e parboilizado) produzidas e comercializadas no
Estado do Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: As(l1l), As inorganico, arroz, HG-AAS, especiacdo quimica.
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ABSTRACT

A method for chemical speciation of inorganic arsenic in rice is proposed, which was
developed using hydride generation atomic absorption spectrometry (HG-AAS). Selective
generation of arsine of As (I11) was achieved using 0.1% (m/v) NaBH, and 10 mol L™ HCI.
The inorganic As was determined by its pre reduction and determination under the same
conditions used for As (l11). The concentration of As(V) was estimated by difference among
inorganic As and As(111). Ascorbic acid (1% m/v) and KI (5% m/v) in 1.2 mol L™ HCI were
used for inorganic As pre reduction. The As species in rice were extracted using microwave
radiation and 0.14 mol L™ HNO; or 0.28 mol L™* HNO; and heating in water bath prior to As
determination by HG-AAS. The accuracy of the method was evaluated by analyte recovery
test and analysis of certified rice flour (NIST 1668a and ERM-BC211). Total As in rice was
extracted by 2% (m/v) K,S,0g and 10% (v/v) HNOj3 under heating in water bath, followed by
As determination using HG-AAS. The detection limits of As(I1l) and inorganic As were 1.96
ng g* and 3.85 ng g*, respectively. The detection limit of total As was 14 ng g*. The
developed method was applied to analysis of thirteen samples of different types of rice
(polished, brown, organic, and parboiled) produced and marketed in Rio Grande do
Sul/Brazil.

Keywords: As(l1l), inorganic As, rice, HG-AAS, chemical speciation
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1. INTRODUCAO

A determinacdo da concentracdo total de um elemento quimico fornece
informacdes limitadas no que diz respeito aos seus efeitos maléficos ou benéficos aos
seres vivos, dado que diferentes especies quimicas podem ter diferente
biodisponibilidade, mobilidade e toxicidade. Um exemplo da importancia da
especiacao quimica € o reconhecimento da forma quimica na qual um elemento, que
no presente caso € 0 As, esta presente em uma dada matriz de natureza ambiental e/ou
biologica, isto porque as diferentes espécies do elemento conferem diferentes graus de
toxicidade. Dentre as espécies de As, os compostos inorganicos de As(I11) e As(V) séo
cerca de 100 vezes mais toxicos que as formas metiladas do elemento.’?

Quando comparado a outros alimentos, o grdo de arroz possui concentracfes
mais elevadas de As devido a grande eficiéncia que a planta de arroz tem em absorver
este elemento.? Vérios estudos relatam a presenca de As na sua forma mais téxica no
arroz, o As inorganico, representando um potencial risco para a satide humana.>” Uma
vez que o arroz é um dos alimentos mais populares para alimentagdo humana a nivel
mundial, é evidente a necessidade de maiores informacdes sobre a concentracdo das
diferentes espécies do contaminante no grdo de arroz, sobretudo as espécies
inorganicas, no sentido de estabelecer valores de referéncia frente a diferente
toxicidade de cada espécie, garantindo assim seguranca no consumo do alimento.

Nos ultimos anos, houve progressos significativos na analise de especiacdo
quimica de As mediante emprego de técnicas de separacdo cromatograficas,
principalmente a cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC) combinada com a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).2*®9 A
associacdao das duas técnicas garante a separacdo e deteccdo de espécies quimicas
presentes em baixa concentracdo na amostra analisada. No entanto, métodos
envolvendo essas técnicas sdo caros, complexos e mais dificeis de serem utilizados em
analises de rotina. Além disso, o processo de eluicdo pode levar a interconversdo entre
as espécies e a possivel presenca de elevados teores de carbono no eluente pode
ocasionar depositos na interface do instrumento de ICP-MS, além de interferéncias
espectrais e ndo-espectrais.'°

Uma alternativa frente ao uso de cromatografo para a separagdo das espécies
quimicas é a associacdo da geracdo de hidretos (HG) com técnicas de espectrometria
atdmica tais como a fluorescéncia atbmica (HG-AFS), ICP-MS (HG-ICP-MS) ou a



absorcdo atdbmica (HG-AAS). O uso da geracdo de hidretos garante uma boa
sensibilidade para a determinacdo de As, além de ser relativamente mais simples do
que a separacdo das espécies por HPLC (técnica de separagdo que exige alta
experiéncia e conhecimento do analista). Ainda, a HG-AAS permite a quantificacdo
individual dos hidretos provenientes de diferentes espécies de As, uma vez que
possuem diferente reatividade e sensibilidade frente ao agente redutor. Deve-se
considerar também que a técnica HG-AAS ainda é a mais popular e preferida em
termos de simplicidade, sensibilidade, preciséo, rapidez e custo operacional.

Nesse sentido, o desenvolvimento de métodos de separacdo das diferentes
espécies de As, principalmente as mais toxicas (as espécies de As inorgéanico), e a
determinacdo das mesmas através de instrumentacao de baixo custo, como a HG-AAS,
sdo necessarios, devido a facilidade de aplicacdo em analise de rotina, podendo
auxiliar orgdos fiscalizadores na obtencédo de informacdes quanto as concentracdes das

espécies quimicas de As em alimentos, principalmente, em arroz.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ARROZ

Cultivado e consumido em todos os continentes, o arroz (Oryza sativa) é
considerado um alimento basico presente na alimentacdo de grande parte da populagéo
mundial. O seu cultivo é significativo em todo o planeta, uma vez que possui elevado
valor nutricional quando comparado a outros cereais. Segundo a Food and Agriculture
Organization (FAOQO), apesar de contratempos naturais e econémicos, a producao
mundial de arroz em 2014 foi 741,3 milhdes de toneladas, sendo esperadas 749,8
milhdes de toneladas para 2015.* Destacam-se como os maiores produtores mundiais
a China, Indonésia, Vietna, Bangladesh, Tailandia e Mianmar. O Brasil encontra-se
como o oitavo maior produtor, sendo o primeiro pais fora do continente asiatico no
“ranking”, seguido dos Estados Unidos da América. ** Ainda, no Brasil, das 12,184
milhdes de toneladas produzidas, cerca de 76% delas foi oriunda da Regido Sul do

pais, sendo o Estado do Rio Grande do Sul responsavel por 67% da demanda nacional.
11,13

O arroz contém proteinas, vitaminas, sais minerais, ferro, célcio e fésforo. ***°

O cereal contribui com 20% da energia fornecida pela ingestdo diaria de alimentos,
podendo essa contribuicdo ser substancialmente maior, chegando a 70% em paises
como Bangladesh, Camboja e Mianmar. >**'* Somente no Brasil, 0 consumo anual
ultrapassa a marca de 50 kg de arroz/habitante. ***" Por essas razdes, o arroz é
considerado um alimento estratégico em muitos paises, tanto desenvolvidos quanto em

desenvolvimento.

2.1.1 Morfologia do gréo de arroz, tipos de plantio e tratamento
O arroz pertence ao grupo das monocotileddneas, sendo o grdo do arroz
constituido da casca, do farelo e endosperma. * Na Figura 1 é representada a

morfologia do grdo de arroz



Figura 1. Morfologia do gréo de arroz.*®

A casca, camada protetora, é constituida da pélea e da lema, representando
20% do peso do grdo. Ja o farelo, considerado a parte mais nutritiva do gréo, rico em
lipideos e proteinas, constitui aproximadamente 8% desse cereal. A parte interna do
grdo, denominada endosperma, é rica em amido e pobre em proteinas.™

Diferentemente dos outros cereais, 0 arroz pode ser cultivado em diferentes
ecossistemas, sendo o ecossistema de irrigacdo controlada (varzea) mais utilizado na
Regido Sul do Brasil, destacando-se o Rio Grande do Sul. Ja o plantio de terras altas
(sequeiro) € concentrado na Regido Centro-Oeste (estados do Mato Grosso e Goias),
Nordeste (Piaui e Maranhao) e Norte (Para e Rondénia).® O ecossistema de varzea é
caracterizado pela inundacdo continua e controlada da lavoura durante o periodo de
crescimento da planta. Por outro lado, o ecossistema de terras altas (sequeiro) é
caracterizado pelo plantio em terreno drenado, que recebe agua oriunda apenas de
precipitacbes pluviométricas para o desenvolvimento da planta de arroz.™

Apo6s a colheita, o grdo de arroz passa por diferentes processos de
beneficiamento. Posteriormente a secagem do grdo, com a remocdo da camada
protetora (a casca) é obtido o arroz integral, sendo constituido do farelo e endosperma
do grdo. Se ap6s a remocao da casca o cereal também passar pelo processo de remogao
do farelo, chamado de polimento do gréo, o arroz branco polido sera obtido. O gréo do
arroz também pode passar por processo hidrotérmico, onde ainda com a casca, 0 grao
é submetido a um cozimento parcial para a obtencdo do arroz parboilizado. Esse arroz
parboilizado pode ser descascado, resultando no arroz parboilizado integral, ou ainda
descascado e polido, obtendo-se o arroz parboilizado polido.****?*?* No Brasil, a
preferéncia é pelo arroz polido, seguido do arroz parboilizado e integral.

Além dos diferentes tipos de beneficiamento, o grdo de arroz pode ser
classificado segundo o tamanho (classe) e pela qualidade dos gréos (tipo). A

classificacdo segundo o tipo € baseada na proporcdo de gréos inteiros para graos



defeituosos, compreendendo uma escala de 1 a 5, sendo o primeiro o de melhor
qualidade. J& a classificacdo segundo a classe, baseada no tamanho do gréo,
compreende o arroz curto, médio, longo, longo e fino e misturado. %

O sistema de producéo de arroz livre de agrotoxicos, herbicidas, pesticidas ou
quaisquer outros produtos quimicos (arroz organico) vem crescendo devido a uma
maior procura por alimentos saudaveis, além da redugdo do impacto ambiental. Ainda,
além do arroz orgénico, ha o cultivo do arroz biodindmico. Este segue 0s mesmos
principios do plantio organico, ou seja, sem a intervencdo de fertilizantes ou
agrotoxicos; o adubo é a base de erva medicinal, silica e esterco, o qual é adicionado
ao solo em doses homeopéticas, visando o equilibrio do sistema solo-planta-animal.?
Vale ressaltar que a producéo deste tipo de arroz necessita de certificacdo, no sentido

de garantir ao consumidor a qualidade do produto final. 2*

2.2 ARSENIO
2.2.1 Caracteristicas e ocorréncia

O As tem sido alvo de controvérsias na historia da humanidade, desde que foi
isolado pela primeira vez no ano de 1250 por Albertus Magnus. No decorrer dos anos,
historias de envenenamento, homicidios e suicidios por As foram relatadas, sendo o
elemento um veneno popular entre a Idade Média e meados do século XX, pela
facilidade de misturar o mesmo com alimentos devido ao aspecto inofensivo e sabor
levemente adocicado.”>?® Um dos casos mais famosos associado ao As é o falecimento
de Napoledo Bonaparte, onde se acredita que a morte do imperador francés pode estar
relacionada com o envenenamento por As.*®

Até meados do seculo XX, compostos arsenicais foram amplamente
empregados para o tratamento de dermatites, além de serem prescritos como
fortificantes e tdnicos. Um caso curioso a respeito do uso de compostos de As € a
ingestdo do triéxido de arsénio (As;O3) pela populacdo andina; no passado, o
composto era consumido para aumentar a capacidade respiratdria, permitindo assim
um melhor deslocamento através das montanhas. 2’

Onipresente na flora e fauna, o As possui propriedades fisicas e quimicas
intermediarias entre metal e ndo metal, sendo atualmente referenciado como um

metaldide. O As pode ser encontrado em varios estados de oxidagdo (-3, 0, +3 e +5),



sendo As(l11)e As(V) os estados de oxidacdo predominantes em condicdes redutoras e
oxidantes, respectivamente.

Do ponto de vista toxicoldgico e bioldgico, podemos separar 0s compostos de
As em trés grandes grupos: i) compostos inorganicos de As, como o arsenito (As(I11))
e arsenato (As(V)), ii) compostos organicos de As, como o acido monometilarsénico
(MMA), &cido dimetilarsinico (DMA), arsenobetaina (AsB) e arsenocolina (AsC), e

i) gas arsina.®3° A férmula estrutural desses compostos de As é apresentada na

Figura 2.
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Figura 2. Compostos de arsénio. Adaptado de Barra et al.**

O As é 0 20° elemento mais abundante na crosta terrestre e pode estar presente
na natureza como um contaminante ambiental, oriundo de fontes naturais ou
antropogénicas. Um exemplo de contaminacdo relacionada a fontes naturais é a
decorrente de erosdo de rochas ou minerais, uma vez que existem mais de 200
espécies minerais que contém o As em sua estrutura quimica, sendo a mais comum a
arsenopirita. *° Cerca de 60% do As liberado no meio ambiente é de origem natural,
principalmente devido & atividade vulcanica.*

Compostos de As foram amplamente empregados na agricultura como

herbicidas, formicidas e inseticidas, na preservacdo de madeira e composicdo de



tintas.*® Nos dias atuais, compostos de As so utilizados na indUstria farmacéutica, na
manufatura de materiais semicondutores e vidro, além de serem utilizados em ra¢Ges
de aves e suinos.**3%%

Uma vez que o As ¢é encontrado naturalmente no meio ambiente, 0 consumo de
alimentos e agua contaminados € considerado a principal fonte de exposicdo ao

metaldide através da ingest&o, podendo chegar & faixa de 20 a 300 pg As/dia.*°

2.2.2 Toxicologia do arsénio

O As possui um comportamento paradoxal no que diz respeito a sua
toxicidade, pois a0 mesmo tempo em que pode estar associado a processos
bioquimicos que ocorrem nos seres vivos, € considerado um elemento toxico
associado a doencas e efeitos carcinogénicos.*

O efeito toxicologico do As depende da forma quimica na qual o elemento se
apresenta. Conforme ja mencionado anteriormente, a forma inorgénica é considerada a
mais toxica, sendo classificada pela International Agency for Research on Cancer
(IARC) * como uma substancia do Grupo 1 — carcinogénico para seres humanos —
sendo associada ao desenvolvimento de cancer de pele, bexiga e rim, além de
conjuntivites, doencas cardiovasculares e disturbios do sistema nervoso central %3033

A exposicdo ao As em longo prazo pode causar aterosclerose, hipertenséo,
doencas isquémicas do coracdo e arritmias. A exposi¢do cronica ao As pode induzir o
estresse oxidativo, levando ao aumento da presséo arterial.*

Quando comparada a toxicidade das espécies, 0 As inorganico é cerca de 100
vezes mais toxico que o As organico.™? No que diz respeito ao estado de oxidagdo, as
espécies trivalentes sdo, aproximadamente, 60 vezes mais toxicas que as espécies
pentavalentes de As.*

Segundo Barra et al.*!, podemos ordenar as espécies de As quanto a sua
toxicidade, da seguinte forma, em ordem decrescente: Arsina (AsH3) > Arsenito >
Arsenato > acidos organicos de As(IIl) > compostos organicos de As(V) > As
elementar. A AsB, AsC e compostos arsenoacucares sdo classificadas como formas
ndo toxicas. Por outro lado, alguns estudos demonstraram que as formas metiladas
com estado de oxidagdo 3, DMA(III) e MMA(III), possuem maior toxicidade que as
formas As(V), MMA(V) e DMA(V).*"

Compostos trivalentes de As inorganico podem reagir com grupos tiois (-SH)

de enzimas e proteinas, inibindo atividades bioldgicas. Ainda, devido a sua
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semelhanca quimica com o fosforo (P), o As(V) é reconhecido por poder substituir o P
na formac&o de adenosina trifosfato (ATP).?*

Uma vez introduzido no organismo, o As é distribuido para todos os tecidos ou
orgéos ricos em compostos com grupamentos sulfidrilas, sendo facilmente detectavel
em elevadas concentracdes na pele, unha e cabelo.**?°

Quando introduzido no organismo humano o As pode ser eliminado de forma
inalterada ou ainda ser biotransformado. A biotransformacdo é caracterizada pelas
reacOes de reducdo da espécie pentavalente via metilacdo. De forma geral,
primeiramente ocorre um processo de interconversdo em que o As(V) é reduzido a
As(I11). Posteriormente, o As(lll) é metilado a MMA(V) e reduzido a MMA(III), o
qual é entdo metilado a DMA(V). Esses metabolitos organicos de menor toxicidade
podem, entéo, ser eliminados através da urina.*®***° Ha indicios de que o principal
orgéo responsavel pela biotransformacdo do As no organismo seja o figado, onde a
presenca de um substrato, a S-adenosilmetionina, auxilia o processo de metilagdo.?® A
urina é a principal via de excrecéo do As, podendo entéo ser considerada um marcador
bioldgico para monitoracdo do grau de contaminacao recente do organismo por As.?**

A proporcédo das espécies de As que sdo eliminadas do organismo depende de
fatores como o tempo de exposicao do individuo ao contaminante, nivel da dose e qual
a forma quimica de As a qual o individuo foi exposto.”*?3 Geralmente, para baixa
dosagem de As, a proporcdo relativa das espécies de As encontradas na urina sao 20-
25% de As inorganico, 15-25 % de MMA e 40-75% de DMA.*

Dado que os efeitos toxicoldgicos, assim como a biodisponibilidade dependem
da forma quimica como o elemento se apresenta, a especiacdo quimica € uma
ferramenta importante, fazendo-se necessario o desenvolvimento de métodos

adequados de separacdo e deteccao das espécies de As.

2.3 CONTAMINACOES EM ALIMENTOS

Através da ingestdo, a agua e os alimentos sdo as mais importantes fontes de
exposicdo humana ao As. Estima-se que cerca de 100 milhGes de pessoas estdo
expostas ao As, somente considerando a exposicdo a agua.®® Em locais onde n3o ha
contaminagdo da &agua pelo As, os alimentos sdo considerados os contribuintes

majoritarios para a exposi¢do ao elemento. Um estudo realizado no norte da China



revelou que o percentual da contribuicdo do As foi 77% para a agua, 92% para o
consumo de vegetais e 32% para o de cereais.*

Peixes e frutos do mar séo reconhecidos por conter expressivos teores de As.
Contudo, o As estd presente na forma de AsB, AsC e organoagucares, espécies
consideradas ndo tdxicas. Por outro lado, produtos de origem vegetal, apesar de conter
menores teores de As total que os frutos do mar, podem conter maiores teores das
formas mais toxicas do elemento, as espécies inorganicas.

Em um estudo realizado por Schoof et al.° envolvendo a analise de 40
alimentos presentes na cesta basica dos norte-americanos, revelou que 90% dos
produtos analisados contribuem para a ingestdo de As inorganico. A concentracéo total
de As foi maior nos frutos do mar, variando de 160 ng g™ em peixes de 4gua doce e
2.360 ng g™ em peixes oriundos de 4gua salgada. Em contraste, a concentragdo de As
inorganico em frutos do mar ficou na faixa de 1 ng g* a 2 ng g*. Maiores
concentragdes de As na forma inorganica foram encontradas em arroz (74 ng g),
seguido de farinha de trigo (11 ng g™), suco de uva (9 ng g™) e espinafre (6 ng g™).
Em outro estudo, foi possivel observar tendéncia similar, onde os grdos de arroz
continham concentracfes de As inorganico significativamente superiores a dos peixes
(25-171 ug kg™ para arroz e < 2-18 pg kg™ para os peixes).*

Assim, a contaminacao pela ingestdo de alimentos de origem marinha pode ndo
ser significativa sob o ponto de vista toxicoldgico, uma vez que as espécies mais
abundantes tém baixa toxicidade. Por outro lado, o consumo de gréos de arroz pode vir
contribuir significativamente para a exposicao a espécies de As de elevada toxicidade.

Nesse contexto, torna-se evidente a necessidade de maiores informagdes sobre
a distribuicdo das diferentes espécies de As nas mais variadas matrizes alimentares, no
sentido de se obter dados que possam auxiliar em tomadas de decisGes importantes, no
sentido de estabelecer valores de referéncia para cada espécie, garantindo assim uma

alimentacdo mais segura.

2.3.1 Contaminacéo do arroz por As

Através de simples consulta no site “scopus.com” (pesquisa realizada em
20/05/2015), abrangendo o ano de 1970 até os dias atuais, 523 publica¢Ges foram
encontradas a respeito da determinacdo de As em alimentos, sendo que em 99 delas o
tema central é a determinagdo de As em arroz. Substituindo-se o termo

“determinagéo” por “especiacao” foram encontradas 403 publicagdes para alimentos e
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192 para arroz. A ordem cronologica do numero de publicacdes pode ser observada na

Figura 3. Conforme é possivel observar, foi crescente o interesse na anélise do arroz a

partir do ano de 2001, ap6s a publicacéo de Schoof et al.® Ainda, de 2007 até os dias

atuais é visivel o maior interesse na especiacdo de As em arroz, com o intuito de

conhecer os diferentes niveis de concentracdo das espécies toxicas de As.

a)

b)
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Figura 3. Evolucdo do numero de publicagdes referentes a determinacdo de As (a) e

especiacdo de As (b) no periodo de 1970 a maio de 2015.
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O grande interesse pelo arroz ndo se deve somente a preocupagdo com a

seguranca alimentar da populagdo, mas também ao fato que essa planta possui grande
facilidade em acumular o As em seus grdos. O arroz € capaz de absorver
eficientemente o As, onde a concentracdo desse elemento no grdo de arroz pode
chegar a ser 10 vezes superior quando comparada com a encontrada em outros
cereais.23*%
A facilidade da planta de arroz em absorver o As pode estar relacionada com o
tradicional método de plantio, envolvendo a inundacdo continua e controlada da
cultura, onde condigdes anaerdbicas somadas ao excesso de agua levam a uma maior
mobilidade de metais e metal6ides no meio e, conseqiientemente, ao acumulo destes
na planta e em seus gréos.**® Contudo, a facil absorcdo do As pode ser devido as
proprias caracteristicas da planta, pois teores significativos de As sdo encontrados em
arroz cultivado de modo n#o irrigado.* Vale salientar que o grade acimulo de As pode
afetar o crescimento e desenvolvimento da planta, além de resultar na queda da
produtividade da cultura *'.

A contaminacdo do arroz por As pode ser atribuida a condicdes geoldgicas,
como a presenca do contaminante de forma natural em solos, ou a acdo antropogénica,
com a contaminacéao do solo utilizado para o plantio bem como da agua utilizada para
irrigar a cultura, e/ou ainda pelo uso de insumos agricolas. "“**° Varios sdo os estudos
que relatam as elevadas concentracbes de As em arroz cultivado em solos
contaminados ou irrigados com 4gua contaminada.”*®*° Em um experimento realizado
para avaliar o impacto do uso de agua contaminada com As(V) na cultura do arroz e a
absorcdo da espécie pelas diferentes partes da planta (casca, grdo, palha, raiz), foi
observado que a concentracdo do As(V) aumentou significativamente em todas as
partes das plantas avaliadas.”® Além disso, 0 aumento da concentragdo de As afetou o
crescimento da planta, resultando em queda da produtividade. Os autores também
observaram maior concentracdo de As na palha do arroz, que é muito utilizada para
alimentacdo do gado, indicando uma possivel ameaca direta a saide da populacdo
através do consumo de carne bovina e laticinios. Um estudo conduzido por Talukder et
al.>*, em que 4gua contaminada por As foi utilizada para irrigacdo do arroz, revelou
que quando comparado com o plantio do tipo varzea, o grdo de arroz produzido em
sistema sequeiro continha menor concentracéo do As, reduzindo o nivel de toxicidade.
Ainda, esse sistema de plantio pode ser uma alternativa para reduzir a exposi¢do ao As

em regides cuja concentracdo de As na dgua é alta.
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A concentracdo de As no grdo do arroz depende da variedade e do tipo de
processamento ao qual o grdo é submetido. Geralmente, maiores concentragdes de As
estdo relacionadas ao arroz integral.***** O gréo do arroz polido é o que, de modo
geral, contém menores concentracdes de As. Diversos estudos relatam que a casca do
grdo é a regido em que ocorre o maior acuimulo de As, seguida do farelo, explicando a
tendéncia observada.*>*

Com relacdo a distribuicdo das espécies de As no grdo do arroz, as espécies
presentes em maior propor¢do sao as inorganicas, podendo representar até 90% do teor
de As total.>*®> Os compostos organicos de As presentes no arroz estdo na forma de
DMA e MMA, sendo que 0 MMA est4 presente em concentracdo muito baixa.®*® Em
um estudo realizado pela Food and Drug Administration (FDA)’, das 1300 amostras
de arroz e produtos relacionados analisados, em 97% das amostras a concentracdo de
MMA detectada foi inferior a 13 ng g™* e somente em 1% das amostras a concentracio
da espécie era na faixa de 20-30 ng g™. Em outro estudo®®, das 32 amostras de arroz
analisadas, oriundas de diferentes paises, 0 MMA foi detectado somente em 13 delas,
sendo a concentracdo méaxima encontrada 7,2 ng g ™.

A elevada concentracdo de As inorganico encontrada no arroz pode estar
relacionada a similaridade as dimensdes das moléculas do As(l11) e do As(V) com o0s
transportadores de 4&cido silicico (Si(OH)s) e fostato (HPO,%), respectivamente,
fazendo com que a planta ndo seja capaz de diferencia-los das espécies de As. Ainda,
uma vez que o As(lll) tem grande afinidade pelos grupos tidis, a formacdo de um
complexo estavel entre esses grupos e o As(lll) pode auxiliar no acimulo do
contaminante na planta. Contudo, o mecanismo de absor¢do dos compostos orgéanicos
de As ainda nio é bem compreendido.”® Acredita-se que 0 MMA e DMA sio
absorvidos pela planta, porém as suas taxas de absor¢do sdo muito mais lentas quando
comparadas aquelas dos compostos inorganicos de As.*®

Em um estudo realizado a respeito do arroz comercializado em diferentes
regides do Brasil, os autores encontraram em média 222,8 ng g de As total, sendo
predominantes as formas inorganicas (As(lll) e As(V)) e DMA em todas as amostras
avaliadas.* O estudo revelou ainda que, comparado a outros estados do Brasil, as
concentragdes das espécies inorganicas de As nas amostras de arroz comercializadas
no Rio Grande do Sul eram maiores.* As concentracdes maiores de As podem ser

atribuidas a forma de cultivo do arroz, que é de modo irrigado no Rio Grande do Sul.
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A medida que a extensdo da contaminacdo do arroz por As foi evidenciada,
principalmente pela forma mais toxica (As inorganico), e os resultados publicados,
diversos paises passaram a concentrar esforgos no sentido de estabelecer uma
concentragdo maxima limite de As inorganico no arroz. Essas medidas visam
assegurar a saude da populacdo, uma vez que o arroz é parte fundamental da dieta da
populagdo mundial. A China possui uma legislacdo, segundo a qual o limite maximo
de As inorganico toleravel na matriz é 200 ng g*.>° Recentemente, 0o Codex
Alimentarus (comité sobre contaminantes em alimentos), juntamente com a FDA e a
World Health Organization (WHO) estabeleceu 200 ng g como a concentracéo
méxima de As toleravel em arroz.*® Contudo, ainda séo intensas as discussées para
estabelecer uma concentracdo limite para o As inorganico, dado que os métodos
analiticos para especiacdo quimica do As em arroz sao classificados como complexos
e dificeis de serem implementados em qualquer laboratério.*® Dessa forma, é iminente
a necessidade de desenvolvimento de métodos analiticos para quantificagdo de
compostos organicos e inorganicos de As em arroz que atendam aos valores
regulatorios, visando o controle na qualidade do alimento e o impacto na saude da

populacéo.

2.4 ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA

O conhecimento da concentracdo total de um dado elemento fornece
informacdes limitadas no que diz respeito a danos ao meio ambiente ou a salde, uma
vez que diferentes espécies quimicas podem ter diferente biodisponibilidade,
mobilidade e impacto, tanto ambiental quanto toxicolégico. A importancia da analise
de especiacdo quimica de As € refletida no crescente numero de publicacdes a respeito
do assunto e o progresso alcangado com o desenvolvimento de técnicas que permitem
a separacdo e deteccdo de espécies quimicas em baixa concentracdo. Segundo a
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), espécie quimica é
definida como a forma especifica de um elemento quimico quanto a sua composi¢ao
isotopica, estado de oxidacdo e/ou estrutura molecular; a andlise de especiacao
quimica constitui-se na atividade analitica de identificar e/ou quantificar uma ou mais
espécies.®

A andlise de especiacdo quimica engloba duas técnicas complementares, uma
delas para separacdo eficiente das espécies quimicas e a outra para deteccdo e/ou

quantificacdo do elemento. Por ser fundamental na avaliacdo de risco de um dado
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elemento, o desenvolvimento de métodos precisos e seletivos para a determinacao das
diferentes espécies de As é de extrema importancia para uma estimativa realista do

risco toxicologico ou do comportamento do As no ambiente.

2.4.1 Métodos de extracéo das espécies de As

O desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacdo de espécies
quimicas ndo é trivial. Cuidados para que ndo ocorra interconversao das espécies
devem ser tomados, desde o processo de amostragem, método de extracdo, separacéo e
quantificacdo do analito.

Como a maioria das amostras nas quais se pretende determinar as espécies
quimicas presentes encontra-se no estado sélido, o tratamento da amostra e a etapa de
extracdo sdo cruciais para manter a integridade das espécies, principalmente quando o
objetivo é quantificar cada uma delas.®? O tipo de solvente extrator, a técnica de
extracdo, 0 tempo e a temperatura sdo alguns dos pardmetros que devem ser
considerados no procedimento de extracdo.>*

Procedimentos para a analise de especiacdo quimica de As em arroz, com
preservacdo das espécies, foram desenvolvidos. Como meio extrator, foram
geralmente utilizadas soluc@es acidas diluidas sob aquecimento brando, nunca superior
a 100 °C.2>%>% pe forma geral, independentemente do método de extragdo
utilizado, as suspensdes obtidas das amostras foram centrifugadas e filtradas para
posterior determinagéo das espécies de interesse. 43663

Para a determinacdo das espécies de As presentes em arroz comercializado na
Italia, Sommella et al. ® utilizaram 4cido nitrico (HNO3) 1% (v/v) como meio extrator.
A amostra ficou em repouso em contato com a solucdo acida diluida por um periodo
de 12 horas (“overnight”) e posteriormente as espécies de As foram extraidas com o
auxilio de radiagdo micro-ondas. Método similar de preparo da amostra também foi

1.5 avaliaram

utilizado por Sun et al.®, porém foi excluida a etapa de repouso. Reys et a
diversos meios extratores e sugeriram o emprego de acido fosférico (HsPO4) 1 mol L™
e radiagdo micro-ondas para extragdo das espécies de As. Segundo os autores, 0
método de extracdo garantiu recuperacdo quantitativa dos analitos, sem a
interconversdo das espécies. Acido trifluoroacético (CF;CO,H) e agua também foram
sugeridos para extracdo de As em arroz.** Contudo, Huang et al.? evidenciaram que os
métodos de preparo da amostra de arroz sugeridos na literatura para analise de

especiagdo quimica de As ndo levavam em consideracdo sa variedades e os tipos do
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cereal. Por causa disso, os autores propuseram o uso de HNO; 0,28 mol L™, com
aquecimento a 95 °C por 95 minutos, como um método simples e eficiente, garantindo
a integridade das espécies de As, independentemente da variedade e do tipo do arroz
analisado. Esse método foi adotado pela FDA para extracdo das espécies de As em
arroz e posterior determinagdo das mesmas por HPLC-ICP-MS.%®

A adicdo da mistura HNO3; 1% (v/v)/H;0, 1% (v/v) e radiagdo micro-ondas
também foram sugeridas para extracdo de As inorganico em arroz.’%*®% Chen et al.*®
aplicaram o método de extracdo para amostras de arroz e material de referéncia
certificado - para As inorganico em arroz (ERM-BC-211) - onde o valor encontrado
foi concordante com o valor certificado.

Recentemente, Narukawa et al.’ avaliaram a eficiéncia de diferentes solucdes
de HNO3;, HCI, H,SO4, HCIO,4, H,0,, HBr, H3PO4, acido formico, hidroxido de
tetrametilamonio e NH;NOj3 para extracdo de espécies de As presentes em arroz. Os
autores observaram que em meio fortemente acido era favorecida a reducéo de As(V)
a As(I11) e em condicdes neutras o As(l11) ndo era totalmente extraido da matriz. Além
disso, os autores observaram que a concentracdo do DMA ndo era alterada frente aos
diferentes meios extratores. O uso de HCIO, 0,05 mol L™ ou HNO3 0,15 mol L™ em
presenca de 5000 pg de Ag (para evitar a reducdo de As(V) a As(lll)) permitiu a
extracdo das espécies de As em arroz, mantendo a integridade das mesmas.

Uma vez estabelecido o procedimento de extracdo, para garantir a exatidao e
precisdo dos resultados é importante a analise de materiais de referéncia certificados
(CRMs). Contudo, a maior dificuldade em estabelecer um método analitico para a
especiacdo quimica esta relacionada a escassez de CRMs para as diferentes espécies
quimicas de um elemento. Com respeito ao arroz, o National Institute of Standards
and Technology (NIST) oferece o CRM Rice Flour 1568a. Apesar de o material
possuir apenas o valor certificado para a concentracdo de As total, em muitos estudos
houve um consenso quanto as concentracfes das espécies As(lll), As(V), MMA e
DMA 4510435663646667  Racentemente, o Institute for Reference Materials and
Measurements (IRMM) desenvolveu um CRM para a matriz de arroz (ERM B211),
onde foram certificadas as concentracées do As inorganico (124 + 11 ug kg™), DMA
(119 + 13 pg kg™) e As total (260 + 13 pg kg™), que viabilizam o desenvolvimento e
implementacdo de métodos analiticos para analise de especiacdo quimica de As em

arroz. Apesar desse avanco obtido, ainda é necessario o desenvolvimento de CRM
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com as concentragdes certificadas das duas espécies de As inorganico (As(Ill) e

As(V)), uma vez que essas estdo suscetiveis a redugdo/oxidacio.?

2.4.2 Separacao e quantificacao das espécies de As

A determinacdo quantitativa das diferentes espécies de As requer prévia
separacdo das mesmas e um sistema de deteccdo suficientemente sensivel. Nas duas
altimas décadas houve progresso significativo na andlise de especiagdo quimica
mediante técnicas cromatograficas de separacdo. Técnicas como a HPLC hifenada
com técnicas de deteccdo de alta sensibilidade como a AFS e ICP-MS permitem a
determinacédo de varias espécies de As em baixas concentragoes.

O uso da cromatografia liquida possibilita a separacdo de espécies de As sem
uma etapa prévia de derivatizacdo.** A HPLC associada com a HG-AAS ou HG-AFS
j& foi usada para analise de especiagdo quimica de As.®® A técnica HPLC-ICP-MS tem
sido amplamente utilizada para andlise de especiacdo quimica de As em arroz,
incluindo espécies organicas e inorganicas.?*®*

Apesar de essas técnicas hifenadas estarem associadas a elevada sensibilidade,
baixos limites de deteccdo (LD) e deteccdo seletiva, podem apresentar algumas
desvantagens, como complexidade, instabilidade do plasma causada por solvente
organico (fase mdvel) ou ainda interferéncias pela formacdo de ions poliatbmicos
interferentes, no caso da técnica ICP-MS.*® Além disso, sdo técnicas de elevado custo
operacional, que exigem maior experiéncia e conhecimento do analista, sendo mais
dificeis de serem utilizadas rotineiramente.

A andlise de especiacdo quimica sem o uso de um cromatdgrafo para a
separacdo das espécies quimicas é possivel e oferece algumas vantagens frente ao
tradicional método de separacdo cromatografica, como simplicidade, baixo custo e
robustez. Mesmo que a separacao das espécies seja limitada, uma vez que sdo obtidas
informacdes para um menor nimero de espécies, pode oferecer suficiente informacéao
para uma avaliacdo de risco das espécies mais toxicas do elemento, como € o caso das
espécies inorganicas do As.”®"

Materiais como nanofibras e membranas funcionalizadas podem ser utilizadas
para pré-concentrar e separar seletivamente as espécies de As.’"* Para a determinacao
de As inorganico em &gua, Li et al.”* desenvolveram um sistema de microextracéo
adaptado a um equipamento de ICP-MS.™ O sistema consistiu na utilizacdo em linha

de duas microcolunas recobertas com N-(B-aminoetil)-y-aminopropiltrietoxisilano
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(AEAPTES) para adsorcdo seletiva do As(V). Na primeira coluna foi extraido
quantitativamente e seletivamente o As(V), deixando passar o As(l11). Em seguida, ao
passar por uma zona de oxidagdo contendo KMnQy, 0 As(ll1) era oxidado a As(V),
sendo extraido e retido na segunda coluna. OLD foi 5 ng L™ de As(V) e o método foi
aplicado com sucesso para amostras aquosas e CRMs de 4gua. Rasmussen et al.”
separaram seletivamente o As inorganico presente no arroz através de extracdo em
fase sélida (SPE), em uma coluna de troca idnica, sendo o As posteriormente
determinado mediante HG-AAS. O LD obtido para As inorganico foi 20 pg g™
Procedimento similar foi utilizado por Chen e Chen” para a determinagdo de As
inorganico em arroz mediante HG-AFS, com adequado LD (1,3 ng g™ para As
inorganico), além de ser encontrada concentracdo de As inorganico concordante com a
certificada em arroz.

Outra alternativa frente ao uso de cromatografo € a associacdo da geracdo de
hidretos com a técnica de espectrometria de absorcao atbmica (HG-AAS), que garante
sensibilidade adequada para a determinacdo de As em baixas concentracdes. O método
permite ainda a quantificacdo individual dos hidretos de diferentes espécies de As,
uma vez que as diferentes espécies possuem diferente reatividade e sensibilidade
frente ao agente redutor (NaBH,). A técnica HG-AAS é considerada mais simples que
a HPLC-ICP-MS; a HG-AAS ainda é a mais popular e preferida em termos de

simplicidade, seletividade, rapidez e menor custo para a determinacédo de As.

2.5 GERACAO DE HIDRETOS (HG)

A derivatizacdo por HG e subsequiente determinacao do hidreto na fase gasosa
€ 0 método ainda mais utilizado para determinacdo de As. Conforme ja mencionado,
isso se deve a relativa simplicidade, baixo custo operacional e suficiente sensibilidade.
A HG envolve a conversao do analito presente na amostra liqguida em um composto
volatil através de uma reacdo com um agente redutor. Apds a separacdo do hidreto
volatil na solu¢do em um separador gas-liquido, ele é transferido com o auxilio de um
gés carreador para uma cela de atomizagdo ou ICP, sendo posteriormente detectado o
elemento correspondente.

Comumente, como agente redutor para a geracdo do hidreto séo utilizados sais
de tetrahidroborato, como o de sédio (NaBH,), em meio acido. O uso do NaBH,4 como

redutor diminui o sinal do branco, garante a obtencéo de sinais mais reprodutiveis e

17



diminui o tempo de reacdo, devido a sua elevada reatividade. "> Contudo, por ser
instavel, a solucdo do redutor deve ser preparada e utilizada dentro de algumas horas.
Para aumentar a estabilidade, a solugdo de NaBH, é preparada em KOH ou NaOH
0,05-2% (m/v).”

O mecanismo envolvido na reacdo de geracdo do hidreto é complexo. O
hidreto é gerado a partir da transferéncia do hidrogénio ligado diretamente ao boro
(B).”® Isso ocorre pela formacdo de complexo intermediario entre o analito e o
tetrahidroborato, confirmado experimentalmente pelo uso de reagentes deuterados.’’

Existem duas hipdteses para 0 processo:

i) Os atomos de hidrogénio presentes no hidreto final sdo oriundos de diferentes
moléculas do tetrahidroborato’
M) + LsBH > ABC1 -> [MH] (intermediario 1)
[MH] + LsBH > ABC2 -> [MH] (intermediario 2)
[MH;] + LsBH -> ABC3 - MH; (hidreto final)

i) Os atomos de hidrogénio presentes no hidreto final sdo oriundos da mesma
molécula de tetrahidroborato’
M(IIl) + LsBH - intermediario > MH;

onde L =H", H,O ou OH".

Dentre as principais vantagens associadas a HG podemos destacar a separacao
do analito da matriz, a elevada eficiéncia do transporte do analito para o atomizador
(podendo atingir 100%), a melhor sensibilidade e melhores LDs em comparagdo com
a nebulizacdo pneumética.”"® Além disso, a HG pode ser associada a sistemas de
deteccdo, permitindo a analise de especiacdo quimica. Contudo, a técnica possui
algumas limitagGes. A presenca de constituinte da amostra, o pH e concentra¢fes dos
reagentes podem interferir na geragdo ou liberagdo do hidreto.”"® Ainda, a eficiéncia
na geragdo de hidretos pode ser diferente para cada espécie, dependendo do estado de
oxidacdo da especie. Isso pode ser contornado atraves do uso de agentes oxidantes
(como o H,0;) ou através de uma etapa prévia de reducdo do analito por &cido
ascorbico/iodeto de potéssio ou L-cisteina. °*’®> Uma vez que em estado de oxidac&o

mais alto a cinética de geracdo do hidreto é mais lenta, tal caracteristica pode ser Util
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na analise de especiacdo quimica, possibilitando a determinacdo seletiva de espécies

de elementos formadores de hidretos.

2.5.1 Analise de especiacdo quimica de As baseada na HG

A geracdo de hidretos de As(l11) e As(V) é criticamente dependente do estado
de oxidacdo do elemento e, de modo geral, a espécie de menor estado de oxidacdo
gera o hidreto com maior eficiéncia. Esse comportamento deve-se a lenta cinética de
conversdo do As(V) para As(111)."”

Além da geracdo da arsina (AsH3), o NaBH, pode converter as espécies
organicas de As em hidretos volateis, formando assim a monometilarsina (CHzAsH,) e
dimetilarsina ((CHs),AsH), provenientes do MMA e DMA, respectivamente.

A geracao dos hidretos de As ¢é fortemente dependente do pH. Em ambiente
fortemente acido (pH entre 0 e 1,5) os hidretos sdo gerados a partir de espécies
organicas e inorganicas de As, independentemente do seu estado de oxidac&o.” Por
outro lado, em pH préximo da neutralidade (6 - 7) sdo gerados hidretos somente a
partir de espécies trivalentes de As.” Foram publicados trabalhos que citam o uso de
solucBes tampdo para a determinacdo seletiva das espécies de As.”* Em um estudo

1.”°, 0 emprego de solugdo tampao Trizma® 0,75 mol L a

realizado por Matousek et a
pH 6 permitiu que os hidretos fossem gerados somente a partir das espécies trivalentes
de As. Ainda, a adicdo do pré-redutor L-cisteina 2% (m/v) as solucbes das amostras
permitiu a geracdo de hidretos a partir de As em estado trivalente e pentavalente,
sendo a concentragdo de As pentavalente obtida por diferenga.

A concentracdo de acido (HCI - este é usado por deixar o meio redutor)
também é um fator importante na geracdo dos diferentes hidretos de As. Em condicGes
fortemente &cidas o As(V) é reduzido eficientemente a As(l11) e assim gerada a arsina.
No entanto, nessa condicdo, a eficiéncia da geracdo dos hidretos das espécies MMA e
DMA cai drasticamente.'®**%3%2 Na presenca de altas concentracdes de HCI essas
espécies sdo protonadas e, portanto, ndo propensas a formacdo de hidretos,
permanecendo em SO|UQ§.O.63 Quando utilizado 0 mesmo meio reacional para as quatro
espécies de As, diferentes respostas sdo obtidas frente a eficiéncia na geracdo de
hidretos. Consequentemente, a geracdo de hidretos permite, mediante otimizagédo das
condicdes reacionais, como a concentracdo do acido (HCI) e do NaBH,, a geracao

seletiva de hidretos a partir das espécies de As.
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A geracdo seletiva de hidretos ja foi aplicada para a analise de especiacao
quimica de As em alimentos, 4gua e tecido biol6gico.'***%828 Shraim et al.®
avaliaram e otimizaram as condicdes reacionais para a geragéo seletiva dos hidretos de
As(I11), As(V), MMA e DMA em amostras de agua 2. A concentracio de HCI variou
de 0,01 a 6,0 mol L™ e a de NaBH, variou de 0,05 a 2% (m/v), dependendo da espécie.
RecuperagOes quantitativas (102-114%) foram obtidas nos testes de adi¢cdo do analito
e 0s LDs determinados foram 1,1; 0,5; 0,6 e 1,8 pug L™ para As total, DMA, As(lIl) e
MMA, respectivamente. Reys et al.®* desenvolveram um método para a determinacéo
de As(l1l), As(V), MMA e DMA em amostras de vegetais e cereais através da HG-
AFS. O desenvolvimento do método consistiu no uso de uma série de equagOes
proporcionais correspondentes a quatro diferentes condi¢fes experimentais para a
geracdo dos hidretos.

A geracdo seletiva de hidretos para a determinacdo de As inorganico em arroz
tem sido proposta.’®*®®® O uso de HCI 5 mol L™ e NaBH; 2% (m/v) permitiu a
geracdo seletiva de As inorganico no arroz.>® Uma vez que a eficiéncia da redugéo é
diferente para as duas espécies inorganicas (As(l1l) e As(V)), a extracdo foi realizada
em meio oxidante, na presenca de H,O, para oxidar o As(lll) a As(V). Os autores
ainda compararam os resultados obtidos pelo método proposto e os obtidos mediante
HPLC-ICP-MS, ndo sendo encontradas diferencas significativas entre os dois métodos
de determinacdo do As inorganico. Desse modo, 0 método proposto é uma alternativa
simples frente ao uso do HPLC, com um LD adequado (5 ng g™ de As inorganico).
Condic6es idénticas também foram utilizadas por Musil et al.% para a determinagéo de
As inorganico em arroz e alga por HG-ICP-MS, sendo o LD 1,1 ng g™ de As
inorganico. Chen et al.’® também propuseram a técnica HG-AFS para a especiacdo
quimica de As em arroz. As condicBes para geracdo de hidreto foram HCI 4,8 mol L™
e NaBH,4 0,7% (m/v), sendo o LD 1 ng g* de As inorganico. Os autores também
analisaram arroz certificado, cujos resultados obtidos para As inorganico foram
concordantes com o valor certificado.

As técnicas HG-AFS ou HG-ICP-MS sdo operacionalmente mais simples do
que HPLC-ICP-MS, podendo as duas primeiras garantir uma maior velocidade de
anélise, alem de serem mais adequadas para anélises de rotina. Contudo, a técnica HG-
AAS ainda é a mais utilizada para a determinacdo de As, haja vista a maior
versatilidade da AAS frente a AFS e o menor custo da AAS quando comparada com

ICP-MS. No entanto, o0 uso da HG-AAS para a determinacdo de As inorganico em
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arroz foi até hoje proposta somente por Rasmussen et al.”2. O método desenvolvido
pelos autores envolveu a separacdo do As inorganico por SPE, sendo entdo as espécies
eluidas da coluna e o As determinado por HG-AAS. Contudo, neste caso, nao foi
utilizada a geracdo seletiva de hidretos para a separacao das espécies de As. Com isso,
entende-se que o desenvolvimento de métodos de determinacdo de As inorganico em

arroz através de instrumentacdo de baixo custo como a HG-AAS s&o necessarios.
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3. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de um método de

andlise de especiacdo quimica de As inorganico em arroz, utilizando-se a HG-AAS.

1)

2)
3)

4)
5)

Para alcancar o objetivo, o trabalho foi estruturado conforme segue:

Estudo da separacdo das espécies inorganicas As(lll) e As(V) mediante
geracao seletiva de hidretos;

Estudo da extracdo das espécies de As no arroz,

Avaliacdo da exatiddo do método para deteccdo e quantificacdo do As
inorganico em arroz por HG-AAS;

Determinacdo de As total nas amostras de arroz.

Determinagdo das concentracdes de As(lll) e As(V) em amostras de arroz

produzidas e comercializadas no Estado do Rio Grande do Sul.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTACAO

A determinagdo de As foi realizada com o uso de um espectrdmetro de
absorcdo atbmica (Analyst 200 da PerkinElmer) equipado com lampada de deutério
para correcdo de fundo, em conjunto com o sistema de injecdo em fluxo comercial
FIAS 100 (PerkinElmer). A introducdo de ar no separador gas liquido foi feita com o
auxilio de uma bomba peristéltica (Gilson). O atomizador utilizado foi uma cela de
quartzo convencional, eletricamente aquecida a 900 °C.

Como fonte de radiacdo foi utilizada uma lampada de descarga sem eletrodos
(EDL), operada a 400 mA. O comprimento de onda selecionado foi 193,7 nm, sendo
0,7 nm a largura da fenda. Todas as medidas foram obtidas em absorbéncia integrada
O sistema utilizado para a geragdo dos hidretos de As é esquematizado na Figura 4.

Bomba Peristaltica

Argdnio
ar
FIAS 100
HCI
‘b Atomizador
Amostra 5 L
NaBH4 IV — Residuo

Separador Gas-Liquido

Figura 4. Representacdo esquematica do sistema utilizado para a geracao de hidretos e
posterior deteccdo do As por HG-AAS. Carreador: HCI (4 mL min™Y); agente redutor:
NaBH, (4 mL min™); alca de amostragem: 250 pL; gas de arraste: argonio (50 mL

min™); vazéo de ar introduzido no separador-gas liquido: 1,65 mL min™.

Conforme o esquema mostrado na Figura 4, a amostra entra inicialmente em

contato com o carreador (HCI) através da valvula a e posteriormente é misturada com
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0 agente redutor (NaBH,) na confluéncia b. A mistura reacional é entdo conduzida
para 0 separador gas-liquido onde o argdnio (Ar) auxilia no transporte dos hidretos
volateis até o atomizador. O residuo é removido do separador gas-liquido por
gravidade. No arranjo instrumental mostrado Figura 4, tubos de Tygon vermelho-
branco foram utilizados para a propulséo das solu¢bes de HCI e NaBH,, enquanto que
um tubo de Tygon preto-preto foi utilizado para a introducdo de ar para dentro do
separador gas-liqguido. Um tubo de politetrafluoretileno (PTFE) de 100 cm de
comprimento e 0,8 mm de diametro interno foi utilizado para transportar a solucéo da
confluéncia b para o separador de gas-liquido. O separador gas-liquido, em forma de
U, foi desenvolvido no préprio laboratério. O uso desse separador gas-liquido garantiu
que ndo houvesse efervescéncia excessiva durante a geracdo dos hidretos, o que
poderia resultar na transferéncia de agua para a cela de atomizacdo e no aumento do
ruido.

Um forno micro-ondas (Berghof, Seedwave 4) foi empregado para a extragéo
das espécies de As e a digestdo &cida do arroz. A extracdo alcalina do As no arroz,
para a posterior determinacdo do As total por HG-AAS, foi realizada através de
aquecimento em placa metalica (modelo Ika-Works RH basicl). A separacao das fases
da suspensdo de arroz foi feita com o auxilio de uma centrifuga (Fanem modelo Baby
206). Todas as pesagens foram realizadas em balanca analitica digital (Shimadzu,
modelo AUY220), com precisao de 0,0001g.

A determinacdio de As total por ICP-MS (ELAN® DRC I
(PerkinElmer/SCIEX)) foi realizada no laboratério de Espectrometria Atémica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM.

4.2 REAGENTES E SOLUCOES

Agua desionizada e purificada (em sistema Milli-Q, Millipore) com
resistividade final de 18,2 MQ cm foi utilizada no preparo de todas as amostras e
soluges. Acido cloridrico (HCI, 37% m/m), &cido nitrico (HNOs, 65% m/m) e
perdxido de hidrogénio (H,0;, 30% m/m) de grau analitico (Merck) foram utilizados.

Solucdes de tetrahidroborato de sodio foram preparadas diariamente a partir de
NaBH,; (99% puro, Acros Organics) e estabilizadas em NaOH 0,01% (m/v, Merck).
Para a extracdo do As total no arroz, persulfato de potassio (K,S;Os, Synth) foi

utilizado como agente oxidante. Para a reducdo das espécies pentavalentes de As,
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acido ascorbico (CsHgOs, Nuclear) e iodeto de potéssio (KI, Vetec) ou L-cisteina
(C3H7NO,S. HCI, Merck) foram utilizados.

Uma solucdo estoque contendo 100 mg L™ de As(ll1) foi obtida através da
dissolucdo de As,O3; (Merck) em &gua previamente sonicada. A sonicacdo foi
realizada para a remocdo de oxigénio dissolvido, prevenindo assim uma possivel
oxidacdo do As(lll). Solucdes estoque contendo 1000 mg L' de MMA
(Na;CH303.As.6H,0, Chem Service) e 10 mg L™ (C,HsAsO,Na, Sigma Aldrich)
foram fornecidas pelo Prof. Valderi L. Dressler da Universidade Federal de Santa
Maria.

Uma solucdo contendo 5% (m/v) de Kl e 1% (m/v) de acido ascorbico foi
preparada em HCI 1,2 mol L™ imediatamente antes do uso, para a pré-reducdo do
As(V) a As(lll) na determinacdo do As inorganico. Essa solucdo foi adicionada as
solucdes de calibracdo e amostras e, ap6s um periodo de 30 minutos de repouso, as
mesmas foram diluidas, obtendo-se solu¢fes onde as concentragdes finais de K, acido
ascorbico e HCI eram de 1% (m/v), 0,2% (m/v) e 0,24 mol L™, respectivamente. Uma
solucdo de L-cisteina 2% (m/v) foi preparada pela sua dissolucéo do reagente em agua.

As solucdes de calibracdo de As(111) foram preparadas em HNO; 0,14 mol L™
a partir da diluicdo da solugdo estoque de As(lll). Para a determinacdo de As
inorganico, as solucdes de calibracdo de As(V) foram preparada em HCI 0,24 mol L™
contendo Kl 1% (m/v) e &cido ascérbico 0,2% (m/v), através de adequada dilui¢do da
solucéo estoque contendo 1000 mg L™ de As(V). Esta solucio estoque era proveniente
da Merck (Titrisol®). A faixa de concentragdo das solucdes de calibragdo de As(lIl) e
As(V) variou de 0,5 - 8,0 pg L™

Na determinacdo de As total as solucdes de calibracdo foram preparadas em
K2S,05 0,4% (m/v) e HNO3 1% (v/v), a partir de diluicdes da solugdo estoque de
As(V). Nesse caso, a faixa de concentracdo das solucdes de calibragédo variou de 0,5-
12 ug L™

4.2.1 Limpeza do material

Os frascos de polipropileno utilizados para armazenamento das amostras e
vidraria em geral foram descontaminados em HNO3; 10% (v/v) e HNO3z 50% (v/v),
respectivamente, por um periodo minimo de 48 horas. Transcorrido esse periodo,
foram enxaguados com &gua ultrapura e deixados secar a temperatura ambiente. A

limpeza da cela de atomizagédo consistiu na imerséo da mesma em uma solucéo de
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HNO3/HF, na proporc¢édo 7:3, por 10 minutos, sendo em seguida enxaguada com agua
ultrapura e deixada secar a temperatura ambiente. Foram utilizadas duas celas de
quartzo; uma para As(lll) e As total e outra para As inorganico, apés pré-reducao do
As(V). Foram utilizadas duas células porque a sensibilidade mudava apds a

determinacdo de As em solucéo redutora (KI + &cido ascorbico).

4.3 AMOSTRAS

As amostras de arroz foram adquiridas no comércio local (feiras e
supermercados de Porto Alegre, no Rio Grande do Sul), compreendendo diferentes
tipos e variedades de arroz. As amostras analisadas sdo citadas na Tabela I. Cerca de
50 g de cada amostra foram cominuidas em gral de &gata e peneiradas para obtencao
de particulas com diametro < 0,08 mm, em peneira de nylon construida no proprio
laboratério.

Para avaliar a exatiddo do método foram analisadas duas amostras de farinha
de arroz certificadas - NIST 1568a (do National Institute of Standars and Technology)
e ERM-BC211 (do European Reference Materials).

Tabela I. Relacdo das amostras de arroz analisadas.

Variedade do Arroz Tipo de Processamento
Agulha Integral
Agulha Organico parboilizado
Agulha Organico polido
Agulha Parboilizado
Agulha Polido
Agulhinha Polido
Arbodreo Polido
Cateto Biodindmico organico integral
Cateto Integral
Cateto Organico integral
Cateto Orgénico polido
Cateto Polido
Vermelho Integral

26



4.3.1 Preparo da amostra para a determinacéo de As total

A extracdo alcalina foi utilizada com o intuito de se determinar o As total.
Neste caso, cerca de 250 mg da amostra de arroz cominuido foram exatamente
pesados e transferidos para frasco graduado de vidro, ao qual foram adicionados 1 mL
de HNO3 10% (v/v) e 2 mL de solucdo de K,S,0g 2% (m/v). A mistura foi aquecida
em banho-maria em placa de aquecimento a 80 - 90°C por 3 horas. Apds esse periodo,
a mistura foi deixada esfriar a temperatura ambiente e em seguida o seu volume foi
elevado a 10 mL pela adicdo de agua. Na etapa seguinte, a mistura foi centrifugada a
1600 rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante reservado para posterior determinacao
do As total por HG-AAS.

Quatro amostras de arroz foram submetidas ao processo de digestdo acida em
forno micro-ondas, para determinacdo de As total mediante ICP-MS, como uma
técnica independente, para validar o método de extracdo alcalina. Para isso, a 250 mg
da amostra foram adicionados 3 mL de HNO3; e 2 mL de H,0,, conforme método
sugerido pelo fabricante do forno micro-ondas.®* Os frascos foram introduzidos no
forno e as amostras submetidas ao programa de aquecimento (detalhado na Tabela 11).
A solucdo obtida foi transferida quantitativamente para frasco graduado de

polipropileno e o volume completado a 15 mL.

Tabela I1. Programa do forno micro-ondas utilizado para digestdo acida do arroz.

Rampa Tempo de permanéncia Poténcia
Etapa T (°C) P (bar)

(min) (min) (%)
1 160 30 10 15 70
2 180 35 5 15 90
3 50 25 1 10 0

4.3.2 Procedimento de extracdo para especiacdo quimica de As

Para a extracdo das espécies de As seguiu-se a metodologia proposta por Calle
et al. ®. Desta forma, 5 mL de HNO; 0,14 mol L™ foram adicionados a 500 mg de
amostra e a mistura mantida em repouso por 12 horas (“overnight”). Transcorrido
esse periodo, as espécies de As foram extraidas mediante a aplicacdo de radiacdo
micro-ondas (0 programa do forno e detalhado na Tabela I11). Apos ser atingida a
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temperatura ambiente, a suspensdo obtida foi transferida para frasco de polipropileno
graduado e o volume completado a 14 mL com HNO; 0,14mol L™. A suspensio final
foi centrifugada a 1600 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi reservado para

posterior analise do As(l11) e As inorganico.

Tabela 111. Programa do forno micro-ondas utilizado para extracdo das espécies

inorganicas (As(l11) e As(V)) presentes nas amostras de arroz.

Rampa Tempo de permanéncia Poténcia
Etapa T (°C) P (bar)

(min) (min) (%)
1 55 25 1 2 0
2 75 30 2 10 60
3 95 35 2 30 80

Outros trés métodos de extracdo das espécies de As, sugeridos na literatura

pertinente (Tabela IV), foram avaliados a fim de se comparar os resultados obtidos.

Tabela IV. Procedimentos de preparo da amostra avaliados para a andlise de

especiacdo quimica de As em arroz.

Método Meio extrator Procedimento Referéncia

250 mg de amostra + 5 mL do extrator;

1 HNO; 0,28 mol L™ mistura aquecida a 95 °C por 90 min em 2
banho-maria.
500 mg de amostra + 2 mL do extrator;
2 HClO, 0,05 mol L™ mistura aquecida a 100 °C por 2 horas em 9
banho-maria.
3 HNO; 1% (v/v) + 500 mg de amostra + 2 mL do extrator; 56
H,0, 1% (V/v) mistura submetida a radiagéo micro-ondas.

O método 1 (Tabela IV) foi o proposto por Huang et al. %, em que 250 mg de
amostra foram pesados e transferidos para frasco de polipropileno graduado ao qual

foram adicionados 5 mL de HNO; 0,28 mol L. A mistura foi aquecida a 95 °C por
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um periodo de 90 minutos em banho-maria, em copo de béquer sobre chapa de
aquecimento. Depois de atingida a temperatura ambiente, a suspensao foi centrifugada
a 1600 rpm por 5 minutos e o sobrenadante reservado para determinagéo de As(lll) e
As inorganico. O método 2, sugerido por Narukawa et al.®, consistiu na adicéo de 2
mL de HCIO,4 0,05 mol L™ a 500 mg de amostra. A mistura foi aquecida a 100 °C por
2 horas em banho-maria, em copo béquer sobre chapa de aquecimento. Depois de
atingida a temperatura ambiente, o volume da mistura foi completado a 14 mL com
agua e a suspensdo final centrifugada a 1600 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
reservado para posterior determinacdo do As(lll) e As inorganico. O método 3 foi

proposto por Petursdottir et al.*

, 0 qual consistiu na extragdo do As inorganico
presente no arroz. Neste caso, 5 mL de HNO; 1% (v/v) e H,O, 1% (v/v) foram
adicionados a 500 mg de amostra. A mistura foi submetida a radiacdo micro-ondas (5
min. a 50°C; 5 min. a 75°C e 30 min. a 95°C). Apo0s ser atingida a temperatura
ambiente, a suspensédo obtida foi transferida para frasco de polipropileno graduado e o
volume completado a 14 mL com &gua. A suspensdo final foi centrifugada a 1600 rpm
por 5 minutos. O sobrenadante foi reservado para posterior determinacdo do As

inorganico.
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5. RESULTADOS

5.1 OTIMIZACAO DO METODO DE HG-AAS PARA DETERMINACAO DE

As

5.1.1 Efeito da adi¢do de ar no separador gas-liquido

Primeiramente, testes foram realizados com o intuito de encontrar as melhores

condicdes para a determinacdo de As por HG-AAS. Os testes preliminares revelaram

pouca sensibilidade e precisdo. Sendo assim, ar foi introduzido no separador de gas-

liquido, a fim de melhorar estes pardmetros e com isso aumentar a quantidade de O,

no gas carreador, favorecendo a producao de radicais no interior da cela de quartzo. Os

resultados obtidos sdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Influéncia do ar introduzido no separador gas-liquido na absorbancia do

As(I11), na concentragdo de 10 pg L™ . O carreador da amostra foi HCI 1 mol L™. Os

resultados mostrados sdo a média e o desvio padrdo de 10 determinagdes.
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Como pode ser observada na Figura 5, a absorbancia aumentou mais do que
trés vezes com a adigdo de ar quando a concentracdo de NaBH,4 foi 0,5% (m/v) e
vazdo de ar 1,65 mL min™. Desta forma, o desvio-padréo relativo (RSD) de 10
medidas foi inferior a 5%. No entanto, para concentracdes mais baixas de NaBH,, o
efeito do ar foi menos pronunciado ou inexistente.

A atomizacdo de hidretos numa cela de quartzo aquecida ocorre através de
colisbes com radicais livres de H, que podem ser formados por decomposicdo de
moléculas de hidrogénio. A melhor atomizacéo dos hidretos em presenca de radicais H
tem sido relatada por D&dina em varias publicacdes.®®® Os radicais sdo formados
através de reacOes entre o hidrogénio e oxigénio, a partir da decomposi¢do do NaBH,
e dos contaminantes presentes nos reagentes.

O oxigénio presente no ar pode aumentar a producao de radicais livres de H e
assim, aumentar a absorbancia do As, como observado na Figura 5. A diminuicdo da
absorbancia observada quando a vazdo do ar era maior que 1,65 mL min™ deve-se,
possivelmente, pelo consumo de hidrogénio.*® Dois processos esto relacionados com
a diminuicdo de atomos livres do analito no interior da cela de quartzo. Um deles é um
processo mecanico baseado no escoamento do gas de transporte, que empurra 0S
atomos livres para as partes externas da cela de quartzo. O outro processo esta
relacionado com reacBes quimicas que ocorrem ao longo do atomizador
(significativamente influenciadas pela superficie interna quartzo). O mecanismo de
radicais livres de H explica satisfatoriamente o aumento da absorbancia com o
aumento da vazéo de ar, no caso do uso de NaBH,4 0,5% (m/v). No entanto, a reducao
dos 4tomos livres do analito no foi ainda totalmente elucidada.®**°

Apds avaliada a influéncia do ar adicionado ao separador gas-liquido, a vazao
de 1,65 mL min™ foi fixada. Além disso, concluiu-se que investigacdes adicionais s&o
necessarias para melhor entender o efeito do ar introduzido no separador gas-liquido,

como o observado na Figura 5.
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5.1.2 Efeito do gés de arraste
A influéncia da vazdo de argdnio (Ar) introduzido no separador géas-liquido
para o transporte do hidreto até o atomizador foi avaliada. Os resultados obtidos sdo

apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Efeito da vazdo do gas de arraste na absorbancia integrada do As(l11) na
concentracdo de 25 pg L. Condicdes: NaBH, 0,5% (m/v) e HCI 1 mol L. Os

resultados mostrados sdo a média e o desvio padrédo de 10 determinagdes.

O aumento da absorbancia em funcdo do aumento da vazdo do gas de arraste,
de 40 para 50 mL min™, deve-se a melhor eficiéncia na separacéo do hidreto presente
na solucdo, ou seja, ao melhor transporte do hidreto para a cela de atomizacao.
Contudo, em vazdes superiores a 75 mL min™ uma queda significativa do sinal
analitico é observada. Esse comportamento esta associado com a maior diluicdo do
hidreto no atomizador, ocasionado pela diminuicdo da nuvem atémica na cela de

quartzo, além da inadequada integracdo do sinal obtido. Sendo assim, a vazdo de
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50 mL min™ foi escolhida levando-se em consideracdo a sensibilidade e precisdo do

sinal analitico obtido.

5.1.3 Efeito da alca de reacao

O comprimento da alca de reacdo € um fator importante, uma vez que ela
promove a mistura do NaBH, e HCI para a geracdo dos hidretos . Foram testadas duas
alcas de reagdo com diferentes comprimentos. Na Tabela V s&o apresentados os

resultados obtidos.

Tabela V. Valores de absorbancia obtidos para as algas de reagdo com diferentes
comprimentos. Foram utilizados HCl 1 mol L™, NaBH, 0,5% (m/v) e solucdo
contendo 25 pg L™ de As(l11). Os resultados mostrados sdo a média e o desvio padrdo

de 10 determinagdes.

Comprimento da Alc¢a de Reacéo

15cm 100 cm
Absorbéncia integrada, s 1,766 2,243°
Desvio padréo 0,091 0,049
Desvio padrdao relativo, % 5,18 2,23

Segundo os resultados apresentados na Tabela V, observa-se que foi obtida
uma melhor resposta, em termos de sensibilidade e precisdo, quando utilizada a alca
com 100 cm de comprimento, a qual entdo foi selecionada para a continuidade do
trabalho. A pior resposta obtida quando utilizada a alca com 15 cm de comprimento
esta associada ao curto espaco para promover a mistura reacional, diminuindo a

eficiéncia na geragéo do hidreto.

5.1.4 Efeito da vazao dos reagentes

O efeito da vazdo dos reagentes (agente redutor e carreador) na eficiéncia da
geracdo do hidreto foi avaliado considerando-se um intervalo de 2 a 6 mL min™.
Conforme apresentado na Figura 7, o aumento da vaz&o dos reagentes até 4 mL min™
levou a uma melhor sensibilidade na determinagdo do hidreto e, em vazdes superiores

a esta, uma diminuicdo do sinal analitico foi observado. Esse comportamento esta
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relacionado a efervescéncia excessiva no separador gas-liquido quando utilizada
vazbes dos reagentes superiores a 4 mL min™, o que facilita a transferéncia de agua
para a cela de atomizacdo, diminuindo a sensibilidade e a precisdo. Sendo assim, foi
estabelecida uma vazdo de 4 mL min * para promover a mistura entre o NaBH,

(agente redutor) e o HCI (carreador) misturado com a amostra.
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Figura 7. Efeito da vazdo do NaBH, e HCI na absorbéancia integrada do As(l1l) na

concentracdo de 10 pg L™ CondicBes: NaBH, 0,5% (m/v) e HCI 1 mol L™ Os
resultados mostrados sdo a média e o desvio padréo de 10 determinagdes.
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5.2 INFLUENCIA DAS CONCENTRACOES DO HCI E NaBH; NA
ESPECIACAO QUIMICA DE As INORGANICO

As concentracdes de HCI e NaBH,; sdo pardmetros que também devem ser
avaliados, uma vez que influenciam diretamente na geracdo dos diferentes hidretos de
As e, consequentemente, na sensibilidade, precisdo e exatiddo. Visando a geracao
seletiva dos hidretos das espécies inorganicas de As (As(lll) e As(V)), o efeito da
concentracdo do agente redutor (NaBH,) na geracdo dos hidretos das espécies As(ll11),
As(V), MMA e DMA foi avaliado. Esse estudo foi realizado uma vez que a
concentragdo do NaBH, influencia diretamente na propor¢do dos hidretos
provenientes do DMA e As inorganico em presenca de alta concentracdo de HCI. Para
o proposito, foram preparadas solucdes contendo 10 pg L™ dos analitos e solugdes do
redutor com diferentes concentracdes, de 0,1 a 1,5% (m/v). Os resultados obtidos sdo

apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Influéncia da concentracdo do NaBH, nas absorbancias do As(l11), As(V),
DMA e MMA, para 10 pg L™ de cada espécie. Como carreador da amostra foi
utilizado HCI 6 mol L. Os resultados mostrados sdo a média e o desvio padréo de 10

determinagdes.
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Segundo trabalhos ja publicados, com uma concentracdo moderada de HCI (4 a
6 mol L") e NaBH, 2% (m/v), é possivel determinar seletivamente as espécies
inorganicas de As.**®*%2 No presente estudo, conforme mostra a Figura 8, fixando-se a
concentracdo de HCl em 6 mol L™, para toda a faixa de concentracdo de NaBH,
avaliada, houve contribuicéo significativa de todas as espécies de As na geracdo dos
hidretos, ndo sendo possivel separar as espécies de As nessas condicdes. A
concentracdo méxima de NaBH, foi limitada em 1,5% (m/v) devido a excessiva
producdo de hidrogénio, aumentando a instabilidade do sistema e prejudicando a
precisao das medidas.

Frente aos resultados obtidos, decidiu-se avaliar os efeitos da concentracdo de
HCI na geragdo dos hidretos das especies de As, sendo selecionado intervalo de

concentracdo de 1 a 10 mol L™. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Influéncia das concentracdes de HCI (a) e de NaBH,4 nas absorbancias do
As(111), As(V), DMA e MMA, para 10 pg L™ de cada espécie. Condicdes: (a) NaBH,
0,1 % (m/v); (b) HCI 10 mol L™. Os resultados mostrados sdo a média e o desvio

padrdo de 10 determinagdes.
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De acordo com a Figura 9(a), o aumento da concentracdo do &cido levou a uma
melhora significativa na absorbancia do As(lll). Para as espécies As(V) e MMA néo
foram observados efeitos significativos em toda a faixa de concentracdo avaliada. Para
a espéecie DMA, uma diminuicdo gradativa do sinal analitico foi observada. Com o
aumento da concentracdo do HCI para 10 mol L*, as absorbancias obtidas para os
hidretos das espécies As(V) e DMA foram equivalentes aquela do branco.
Comportamento similar foi observado para os hidretos das diferentes espécies
avaliadas frente a variacdo da concentracdo do redutor, conforme mostra a Figura 9(b).

Conforme a Figura 9(b), em meio com alta concentragdo de HCI (10 mol L™) e
baixa concentragdo de NaBH4(0,1% (m/v)) somente o As(ll1l) e MMA séo detectados,
pois se observa que o sinal analitico obtido para as espécies As(V) e DMA sdo
negligenciaveis. Estes resultados estdo de acordo com trabalhos ja publicados. Foi

|.82

relatado por Shraim et al.” que a geracdo de hidreto a partir do DMA em solugéo é

irrelevante na presenca de NaBH, até 2% (m/v) e HCI 6 mol L™. De acordo com

1.%°, em presenca de HCI 5 mol L™ e NaBH, 2% (m/v) a contribuicao

Pétursdottir et a
de DMA como dimetilarsina é de apenas 2-4%, enquanto que a eficiéncia para geracao
da metilarsina a partir do MMA é cerca de 40%.

Segundo Musil et al.®®

, a menor eficiéncia da geracdo dos hidretos das espécies
metiladas est4 associada & protonacdo das mesmas em meio fortemente 4cido.®® Em
condicdes levemente &cidas até pH neutro, a reducdo do As(V) a As(lll) para a
geracdo da arsina ndo € termodinamicamente e cineticamente favoravel, uma vez que
o potencial de reducio é inibido com o aumento do pH.** No presente estudo, mesmo
em meio fortemente 4cido, o que poderia facilitar a redu¢do do As(V), a concentracdo
do NaBH, ndo foi suficiente para reduzir o As(V) a As(lll), indicando que em baixa
concentracdo de NaBH, e alta concentracdo de HCI a geracdo da arsina a partir do
As(V) é cineticamente invidvel. Com isso, fixando-se a concentracdo do HCI em 10
mol L™ e a do NaBH, em 0,1% (m/v), é possivel determinar seletivamente o As(l11)
presente no arroz, considerando-se a auséncia do MMA. Ainda, conforme ja relatado

em outros trabalhos, 0 MMA n3o é comumente detectado no arroz.%®%
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5.3 CONDICOES DE REDUCAO PARA A ESPECIACAO DE As
INORGANICO

As condigdes de acidez e concentragcdo do agente redutor requeridas para a
geracdo dos hidretos a partir das especies As(lll) e As(V) ndo sdo as mesmas e,
consequentemente, os respectivos hidretos sdo geradas com diferente eficiéncia. Desse
modo, para a determinacdo do As inorgénico, é necessario que o As(V) seja
previamente reduzido a As(l1l) antes da sua determinacdo. Visando-se a determinagéo
do As inorganico nas mesmas condices do As(l1l), dois agentes pré-redutores foram
testados: solucéo de L-cisteina 2% (m/v) e solugdo contendo Kl/acido ascérbico.

Quando utilizada a L-cisteina como pré-redutor, ap6s cinco leituras
consecutivas, observou-se queda significativa da absorbancia do As, chegando o sinal
ao nivel do branco (Figura 10). Diante disso, analisou-se uma solucdo contendo
As(I11) na auséncia do pré-redutor, mas nenhum sinal analitico foi detectado. Depois
de vérias tentativas, uma lavagem da cela de quartzo foi realizada para ativa-la
novamente, uma vez que 0 processo de atomizacdo do hidreto é criticamente
influenciado pela superficie do quartzo. Apos a lavagem da cela de quartzo, mediu-se
a absorbancia do As(l1l) na auséncia do pré-redutor, sendo observado o retorno do
sinal analitico. Contudo, ap0ds a estabilizacdo do sinal de absorbancia do As(l1l) na
auséncia da L-cisteina 2% (m/v), ao medir a absorbancia do As(lll) em solucdo
contendo a L-cisteina 2% (m/v), o problema foi novamente detectado. Com isso,

constatou-se a impossibilidade de se utilizar a L-cisteina como agente pré-redutor.
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Figura 10. Efeito do pré-redutor L-cisteina na absorbancia do As(V) ap6és 7 leituras
consecutivas da absorbancia do As em solugdo contendo 10 pg L™ de As(V).
Condiges: NaBH, 0,1% (m/v) e HCI 10 mol L™,

A L-cisteina é recomendada para a pré-reducdo do As(V) a As(111) 3798291

em
desacordo com o que se observou no presente trabalho. Possivelmente, o problema
encontrado esteja relacionado com a formacgdo de um composto volatil oriundo da L-
cisteina. Esta possui grupo tiol em sua estrutura e, uma vez que 0 S e 0 O sdo
similares, alguma mudanca na superficie do quartzo pode ocorrer e com isso

inviabilizar a utilizagdo da L-cisteina. Recentemente, Svoboda et al.*

publicaram um
trabalho onde, pela primeira vez, é relatado problema associado ao uso da L-cisteina
como pré-redutor. No estudo, os autores observaram sinais ndo especificos de
produtos da decomposicdo da L-cisteina, os quais foram retidos em um cartucho
contendo NaOH (com diametro de 2 a 3 mm). Todavia, 0s autores ndo forneceram
maiores informacdes sobre os produtos da decomposi¢édo da L-cisteina.

Diante da inviabilidade de se usar a L-cisteina, optou-se por uma mistura
contendo Kl e acido ascorbico, também amplamente utilizada como pré-redutor do
As(V).3'% Foram avaliadas trés concentracdes da mistura frente a eficiéncia na
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geracdo de hidreto a partir do As(V). Os resultados obtidos s@o apresentados na Figura
11.
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Condicdes de pré-reducéao

Figura 11. Influéncia do pré-redutor Kl/acido ascorbico na absorbancia integrada do
As(V), para 3 pg L™ da espécie. Condiges: (A) KI 5% (m/v) e 4cido ascorbico 1%
(m/v); (B) KI 0,5% (m/v) e acido ascorbico 0,5% (m/v); (C) KI 1% (m/v) e acido
ascorbico 1% (m/v). As solucgdes de Kl/acido ascérbico foram preparadas em HCI 1,2

mol L. Os resultados mostrados s&o a média e o desvio padrdo de 10 determinacdes.

Devido a melhor sensibilidade e precisdo, foi escolhida a solucdo contendo 5%
(m/v) de Kl e 1% (m/v) de acido ascorbico. Salienta-se que a pré-reducéo é eficiente
se a mistura é preparada em meio contendo HCI. Para que a diluicdo da solucdo da
amostra fosse a menor possivel e assim preservar a sensibilidade, a concentracdo de
HCI na mistura foi 1,2 mol L™.

Apbs a escolha da condicdo de pré-reducdo do As(V), testes foram realizados
para avaliar a influéncia do pré-redutor na geracdo dos hidretos provenientes das
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espécies inorganicas e organicas de As. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura
12.
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Figura 12. Influéncia da concentracdo de NaBH, nas absorbancias do As(l11), As(V),
DMA e MMA, para 10 pg L™ de cada espécie. As absorbancias correspondem as
espécies submetidas ao tratamento de pré-reducdo com Kl (5% mv) e &cido ascorbico
(1% m/v), em HCI 1,2 mol L™. Como carreador da solugdo da amostra foi utilizado
HCI 10 mol L™.

Conforme observado na Figura 12, a mistura Kl/acido ascorbico reduz o As(V)
a As(Ill), garantindo a determinacdo das duas espécies, visto que o As(V) pode ser
determinado por diferenca. Além disso, ambas as especies As(V) e As(I1l) podem ser
determinadas sob as mesmas condicdes utilizadas para o As(IIl) (HCI 10 mol L™ e
NaBH; 0,1% (m/v)). Além disso, o As inorganico pode ser determinado sem a
contribuicdo do DMA, pois este ndo é detectado nas condicdes utilizadas para a
geracdo de hidreto a partir do As(l11). Desse modo, é possivel a analise de especiacao

quimica do As inorganico, As(l11) e As(V) em arroz.
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Na Tabela VI sdo resumidas as condicOes estabelecidas no presente trabalho

para a determinacgéo de As(I11), As inorganico e As total.

Tabela VI. Resumo das condi¢des estabelecidas para a especiacdo quimica de As(ll11),

As inorganico e determinacédo de As total por HG-AAS.

As(lll) e
Variavel . ) As Total
As inorgéanico

HCI, mol L™ 10 6
NaBH,, % (m/v) 0,1 0,75
Vazdo do HCl e NaBH,, mL min™ 4 4
Volume de solugdo da amostra, pL 250 250
Vazdo do gas de arraste, mL min™ 50 50
KI1/Acido ascorbico, % ( m/v)? 5/1-

# solugéo pré-redutora utilizada somente para a determinacéo de As inorganico.

5.4 AVALIACAO DA INTERCONVERSAO ENTRE As(I11) E As(V)

Devido a possibilidade de interconversdao entre as espécies inorganicas
pentavalentes e trivalentes de As durante o procedimento de extracdo das mesmas no
arroz, a estabilidade do As(V) e do As(lll) foi investigada. Para o propdsito, foram
preparadas solucdes de As(V) e As(lll) em HNO;z 0,14 mol L™ e submetidas ao
processo de extracdo em forno micro-ondas, como descrito no item 4.3.2. Conforme
observado na Tabela VII, a recuperacdo do As(lll) e As(V) foi préxima a 100%,
demonstrando a estabilidade das espécies no meio extrator e a radiacdo micro-ondas

nas condic¢des usadas.

Tabela VII. Recuperacdo das espécies inorganicas de As em HNO; 0,14 mol L™,
submetidas a radiacdo micro-ondas. Os resultados obtidos sdo a media e o desvio

padrdo de trés determinagdes (n=3).

Espécie Adicionado, pg L™ Encontrado, pg L™ Recuperacéo, %
As(111) 50 515+25 103
As(111) + As(V) 50 93,1+13 93
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Posteriormente, a uma amostra de arroz integral foram adicionadas aliquotas de
solugéo de As(ll1), As(V) e DMA, a qual foi em seguida submetida ao procedimento
de extracdo e as espécies de As determinadas. Os resultados obtidos sdo apresentados
na Tabela VIII.

Tabela VIII. Recuperacdo das espécies de As adicionadas a uma amostra de arroz
integral antes da etapa de extracdo. Os resultados obtidos sdo a média e o desvio

padrdo de trés determinacgdes (n=3).

Espécie Adicionado, ng g™ Encontrado, ng g™ Recuperacéo, %
0 40,4 +2,7 -
As(111)
42° 839+1,6 102
0 88,6 £ 3,2 -
As(V)
42° 125+9 96
0 nd -
DMA
42° nd nd

% foi adicionada aliquota de solucdo de modo a obter-se esta concentragdo na amostra sélida;

nd: ndo detectado

Como observado na Tabela VIII, as recuperagdes do As(lll) e As(V) foram
préximas a 100%. Portanto, as espécies de As mantiveram-se estaveis durante o
procedimento de extracdo ou a interconversao entre elas foi muito baixa. Os resultados
obtidos também demonstram que a geracdo do hidreto proveniente do DMA nédo é
detectavel nas condigBes utilizadas, permitindo a determinagdo do As(Ill) e As
inorganico no arroz, considerando-se a auséncia de MMA.

O estudo sobre a possivel interconversdo entre as espécies durante o
procedimento de extracdo € necessario, principalmente quando o objetivo é diferenciar
as espécies inorganicas. Segundo Narukawa et al.®, a presenca de I na amostra pode,
durante o procedimento de extracao, reduzir parte do As(V) a As(l11). Sendo assim, 0s
autores sugerem a adicdo de Ag durante a extragéo, para evitar a redugéo do As(V).
Por outro lado, a concentragdo de DMA ndo € alterada, mantendo-se constante em
toda a faixa de concentracdo avaliada. Huang et al.? sugerem que o melhor meio de
extracdo das espécies de As, garantindo a integridade delas, ¢ HNO3 0,28 mol L™
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Segundo esses autores, 0 uso de HNO; em concentrages inferiores a 0,28 mol L™ e
aquecimento leva a significativa reducdo do As(V) a As(lll), em cerca de 20%. No
presente trabalho, a extracdo das espécies de As foi também avaliada para HNO3 0,28
mol L™ . Contudo, ndo foi observada a reducdo do As(V) a As(l11) durante o processo
de extracdo das espécies. Na Tabela IX sdo apresentados os resultados obtidos quando
utilizado o HNO3 0,14 mol L™ ou 0,28 mol L™,

Tabela IX. Concentracdes de As(l11) e As inorganico encontradas no arroz em funcao
dos meios extratores. Os resultados obtidos sdo a média e o desvio padrdo de 3
determinages (n = 3). As concentragdes das espécies sdo em ng g™

Soluc¢do Extratora
Amostra

HNO; 0,14 mol L™ HNO; 0,28 mol L
de Arroz i i
As(l11) As Inorganico As(111) As Inorganico
Cateto
116 £3 163 +2 112+2 162+1
Integral

Quando realizada a analise estatistica dos dados obtidos, citados na Tabela IX,
segundo o teste-t para dois conjuntos de dados pareados, ambos 0s métodos de
extracdo podem ser aplicados, uma vez que ndo foi observada diferenga significativa
em um nivel de confianca de 95% (t calculado: 1,94 ; t critico 4,30). Esses resultados
indicam que a solugdo HNO3 0,14 mol L™ pode ser usada para a extracdo das espécies
inorganicas de As em arroz.

Outros dois métodos de extracdo, um utilizando HCIO4 0,05 mol L™ e o0 outro
HNO3 1% (v/v) + H,0, 1% (v/v), foram testados a para a extracdo das espécies de As
em uma amostra de arroz, seguindo-se os procedimentos descritos no item 4.3.2. Os
resultados foram comparados com os obtidos quando utilizado HNO5 0,14 mol L™,

conforme a Tabela X.
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Tabela X. Concentracdes de As(lll) e As inorganico encontradas em arroz integral,
em funcdo dos meios extratores. Os resultados obtidos sdo a média e o desvio padrdo
de 3 determinagdes (n = 3). As concentrages das espécies sdo em ng g™.

Soluc¢do Extratora
HNO;3; 1% (v/v) +

HNO; 0,14 mol L™ HCIO, 0,05 mol L™
H202 1% (V/V)
As(I11) 50,6 +1,2 48,4 +6,3 -
As inorganico 88,2+49 86,1+7,9 86,1+7,9

Quando realizada a andlise estatistica dos dados citados na Tabela X, segundo
0 teste-t para dois conjuntos de dados pareados, ambas as solucbes extratoras HNO3
0,14 mol L™ e HCIO, 0,05 mol L™ podem ser usadas, uma vez que ndo se observa
diferenca significativa em um nivel de confianca de 95% (t calculado: 1,47 ; t critico
4,30). Ainda, quando aplicado o teste ANOVA (Analysis of Variance), para as trés
solucgdes extratoras, verifica-se que, com um nivel de confianca de 95%, os resultados
obtidos para As inorgénico ndo tem diferenca significativa (p = 0,634, a critico =
0,05).%

Segundo Narukawa et al. °, a eficiéncia da extragdo com HNO; 0,28 mol L™ é
dependente do tipo de arroz. Mas, de acordo com o0s resultados mostrados nas Tabelas
IX e X, ndo foi observada diferenca para o arroz analisado. Ou seja, a eficiéncia de
extracdo do As(Il) e As inorganico foi a mesma para as diferentes solugdes extratoras.
Os resultados indicam que a solugdo HNO; 0,14 mol L™ pode ser usada para a
extracdo das espécies inorganicas de As no arroz, garantindo a integridade das mesmas

nas condi¢des do método utilizado.

5.5 SENSIBILIDADE, PRECISAO E EXATIDAO
5.5.1 Parametros de mérito

Os parametros de mérito do metodo desenvolvido para anélise de especiacéo
quimica de As em arroz sdo resumidos na Tabela XI. Os limites de detecgdo e de
quantificacdo foram calculados considerando-se os critérios de trés e dez vezes o

desvio padrdo, (3s) e (10s), respectivamente, de dez determinagdes consecutivas das
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espécies no branco analitico. Os limites de deteccdo em ng g™ foram calculados
considerando-se 500 mg de amostra em um volume final de 14 mL de suspenséo.

No caso da determinacdo da concentragcdo de As total, considerou-se 250 mg
de amostra em 10 mL de suspensdo. O LD do As total foi mais alto (14 ng g™) do que
os LDs do As(lll) e As inorganico devido ao meio oxidante (K2S;0g 2 % (Mm/v) e
HNO3; 10%(v/v)) em que o0 As se encontrava, tendo-se em vista a mistura utilizada
para a extragdo. Este meio oxidante desfavoreceu a geracao dos hidretos, cuja reacdo é

favorecida em meio redutor.

Tabela XI. Parametros de mérito do método desenvolvido para especiacdo quimica de
As inorganico mediante HG-AAS.

Parametro As(l11) As Inorganico®
LD, ug L™ 0,07 0,14
LD, ngg* 1,96 3,85
LQ, ug L™* 0,2 0,4
LQ,ngg™ 5,6 11,2
Equacéo de regressao linear y = 0,065x + 0,006 y =0,074x — 0,023
Coeficiente de correlagdo linear, r 0,9997 0,9996

% pré-reducdo com Kl 5% (m/v)/acido ascorbico 1% (m/v) em HCI 1,2 mol L™

O método desenvolvido mostrou-se adequado para a especiacao quimica de As
inorgénico em arroz, cujo LD é da mesma ordem de grandeza daqueles relatados para
HG-AFS (1 ng g*) e HG-ICP-MS (1,1 ng g™*).*% Vale destacar que a sensibilidade da
HG-AFS e HG-ICP-MS é superior a da HG-AAS. O baixo LD do presente método
pode ser atribuido a utilizacdo da lampada EDL como fonte de radiacdo, pouca
diluicdo da amostra e ao apreciavel volume da mesma (250 pL). O separador gas-
liqguido também desempenhou um papel importante, pois uma maior quantidade de
amostra pdde ser processada sem a formagéo excessiva de espuma, 0 que resultaria na
transferéncia de agua para a cela de atomizacdo e no aumento do ruido como

conseqliéncia.
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5.5.2 Avaliacéo da exatiddo do método

Para avaliar a exatiddo do método desenvolvido, foram analisados os materiais
certificados de farinha de arroz, do “National Institute of Standarts and Technology”
(NIST) 1568a e do “European Reference Materials” (ERM) BC211. Como pode ser
observados na Tabela XIlI, os valores obtidos para As total estdo de acordo com 0s
certificados, ndo sendo observada diferenca significativa quando aplicado o teste-t a
um nivel de confianca de 95%. A concentracdo média encontrada para o0 As inorganico
no ERM BC211 foi menor que a certificada. Porém, considerando-se o desvio padréo
e 0 respectivo intervalo de confianca, ndo ha diferenca significativa entre o valor

certificado e o valor encontrado a um nivel de confianca de 95%.*

Tabela XII. Anélise dos materiais de referéncia certificados submetidos a extracédo
com HNO; 0,14 mol L™ e determinacdo de As por HG-AAS. Os resultados sdo a
média e 0 desvio padrdo de trés determinacdes (n=3).

NIST 1568a ERM BC211
Certificado, Encontrado, Certificado, Encontrado,
ngg" ngg" ngg* ngg*
As(111) - - - -
As(V) - - - -
As Inorganico - - 124 +11 116 £3
As total 290 + 30 270+ 15 260 + 13 257+ 15

5.6 DETERMINACAO DE As TOTAL NAS AMOSTRAS DE ARROZ

Para a extracdo do As total, visando a sua determinacdo mediante HG-AAS, a
mistura K;S,;0g 2% (m/v) + HNO3; 10% (v/v) foi utilizada, devido a auséncia do sinal
analitico do As quando a solucdo de arroz decomposto com acido em forno micro-
ondas foi analisada. A principal razdo deste comportamento pode ser o efeito causado
pelos 6xidos de nitrogénio presentes na solucdo da amostra.®>*® Em um estudo
realizado por Flores et al.* foi observado que o fon NO,™ foi responsavel pela baixa
recuperacdo do As. Esse mesmo comportamento também foi observado em outro
estudo, onde a presenca do ion NO, foi responsavel pela reducéo dos sinais do Se e do
Hg, determinados por HG-AAS e CV-AAS, respectivamente.”” A supressio do sinal
analitico observada pode estar relacionada com a competi¢cdo do ion NO; e o hidreto
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gerado pelo agente redutor, ou ainda pelo elevado sinal de fundo (que nédo é
corretamente corrigido) devido a absor¢do da radiagéo da fonte pelo NOy) presente
no atomizador (espécies volateis geradas pelo ion NO,™ que podem ser transportados
até o atomizador juntamente com o hidreto gerado).**’

Dadas as circunstancias, a extracdo alcalina foi empregada no sentido de
simplificar o trabalho e também garantir a exatiddo dos resultados. Ainda, no sentido
de avaliar o método de extracdo utilizado, quatro amostras foram selecionadas e
submetidas a digestdo acida em forno micro-ondas e o As total determinado por ICP-
MS. Na Tabela XIIl sdo apresentados os resultados obtidos na determinacdo de As

total nas amostras de arroz.

Tabela XIII. Concentracdo de As total encontrada nas amostras de arroz. Os

resultados mostrados sdo a média e o desvio padrdo de trés determinac@es (n = 3).

Concentragéo, ng g™
Amostra t calculado
HG-AAS®  ICP-MSP

Agulha/Integral 133+£9 - -
Agulha/Organico parboilizado 116 £ 2 - -
Agulha/Organico polido 223 %9 229+ 18 1,73
Agulha/Parboilizado 168 +5 - -
Agulha/Polido 839 - -
Agulhinha/Polido 163+ 3 153 +18 1,17
Arboreo/Polido 150+ 7 - -
Cateto/Biodinamico, organico e integral 241 +9 - -
Cateto/Integral 258 £ 10 - -
Cateto/Orgénico integral 2035 207 £11 1,69
Cateto/Orgénico polido 133+6 121 +8 4,24
Cateto/Polido 136 + 6 - -
Vermelho/Integral 222+1 - -

% determinado por HG-AAS, sendo a amostra submetida a extracio alcalina

®:determinado por ICP-MS, sendo a amostra submetida & digestéo 4cida.
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Na Tabela XIII observa-se que a concentracdo de As total variou de 83 a 258
ng g™, com uma concentracdo média de 156 ng g. Conforme é possivel observar,
quando comparados os diferentes tipos de beneficiamento do arroz (integral, polido ou
parboilizado), maiores concentracfes de As estdo relacionadas ao arroz integral,
seguido do arroz parboilizado e arroz polido. De acordo com a analise estatistica,
segundo o teste-t, para dois conjuntos de dados pareados, em um nivel de confianca de
95%, ndo foram observadas diferengas significativas entre os resultados obtidos,
indicando a exatiddo dos resultados obtidos mediante extracdo do As com a mistura
K2S,08/HNO:s.

Os resultados obtidos para As total sdo similares com os relatados em trabalhos
publicados a respeito do assunto, onde é citado que ha maior tendéncia de acumulo de
As no farelo do arroz.***>* Em estudo realizado por Batista et al.*, envolvendo
amostras de arroz oriundas do Estado do Rio Grande do Sul, maiores teores de As
foram encontradas no arroz integral (concentracdo média de 349 + 11 ng g*), sequido
do arroz parboilizado (concentracdo média de 262 + 33ng g™) e arroz polido
(concentracdo média de 214 + 81,3 ng g™*). O arroz parboilizado é obtido através do
processo hidrotérmico, onde ainda com a casca 0 grdo é submetido a um cozimento
parcial, podendo esse processo levar a uma maior absor¢do do As pelo gréo. Contudo,
apesar de o arroz organico ser obtido através de uma cultura livre de insumos
quimicos, em uma amostra a concentracdio de As era alta (arroz
integral/organico/biodindmico), indicando que a presenca de As no arroz ndo esta
relacionada somente ao uso de praguicidas e fertilizantes quimicos, mas também com

a caracteristica do solo.

5.7 DETERMINAQAO DE As INORGANICO NO ARROZ

O método desenvolvido para a especiacao quimica de As inorganico, utilizando
HNOs 0,14 mol L™ para extrair as espécies de As, foi aplicado na anélise das amostras
de arroz. As concentracbes de As inorganico, As(lll) e As(V) encontradas sdo

apresentadas na Tabela XIV.
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Tabela XIV. Concentracdo das espécies de As encontradas no arroz mediante HG-
AAS. A concentracdo de As(V) foi obtida por diferenga (As inorganico - As(l1)). Os
resultados mostrados sdo a média e o desvio padréo de trés determinagdes.

Concentracéo, ng g™

Amostra

As inorganico As(I11) As(V)?
Agulha/Integral 88+5 51+1 375
Agulha/Orgénico parboilizado 102+ 7 701 327
Agulha/Organico polido 143 +5 105+1 39+5
Agulha/Parboilizado 150+ 4 75+4 76+5
Agulha/Polido 54+ 4 30+8 24+8
Agulhinha/Polido 68 +2 62+ 2 5+3
Arbéreo/Polido 125+1 97 +4 28+4
Cateto/Biodinamico, organico e integral 145+ 4 113+ 15 32+15
Cateto/Integral 163+2 116 + 3 46+ 4
Cateto/Organico integral 128+ 6 98+5 308
Cateto/Organico polido 56 + 3 47+ 3 8 5
Cateto/Polido 87+1 58+ 1 29+1
Vermelho/Integral 169+5 158 + 2 11+6

#estimado por diferenca.

Conforme observado, a concentracdo de As inorganico nas amostras de arroz
analisadas variou de 54 a 169 ng g, cuja concentracdo média foi 114 ng g*. Quando
os resultados obtidos sdo comparados ao limite méaximo toleravel para As inorganico
no arroz, 200 ng g, estabelecido pela FDA/WHO, em todas as amostras analisadas a
concentragdo de As encontrada foi inferior ao limite.*® No Brasil, a legislagdo vigente
estabelece somente limite méximo para As total no arroz, que é 300 ng g Portanto,
todas as amostras analisadas estdo em concordancia com o limite estabelecido.*®

O As inorganico nas amostras analisadas representa cerca de 70% da
concentragéo total de As no arroz. Quando comparadas as concentragdes de As(lIl) e
As(V), o As(lll) é a especie predominante. A Figura 13 ilustra a correlagdo entre as
concentragdes das espécies de As inorganico, As total, As (1) e As (V) encontradas

nas amostras de arroz analisadas.
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Figura 13. Correlacdo entre as concentracdes de (a) As inorganico e As total, (b)

As(V) e As inorganico e (c) As(l11) e As inorganico nas amostras de arroz analisadas.

Conforme observado na Figura 13, boa correlacdo (r) foi obtida quando
comparadas as concentragfes de As inorganico com As total e As(lll) com As
inorgénico; as correlacbes obtidas foram 0,826 (p = 0,0005) e 0,896 (p < 0,001),
respectivamente. Isso indica que o aumento do teor de As total nas amostras de arroz
analisadas esta relacionado ao aumento da concentracdo de ASs inorganico,
principalmente na sua forma mais tdxica, o As(lll). Por outro lado, uma fraca
correlacdo (r = 0,487; p = 0,0916) foi obtida quando comparadas as concentracfes de
As(V) e As inorganico.

Os resultados obtidos no presente trabalho s@o condizentes com os relatados
em trabalhos anteriores. O As(l1l) foi a espécie predominante, cuja concentracdo foi

maior do que a do As(V), representando 70% do As inorganico, em um estudo
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realizado com amostras provenientes do Jap&o.®” Segundo outro estudo, o As
inorganico representou cerca de 70% do As em amostras de arroz de Bangladesh e de
produtos & base de arroz.>*® Em outro trabalho publicado, foi citado que a
concentracdo de As inorganico foi 38 a 58% e 26 a 84% do As total determinado em
amostras de arroz da Itdlia e do Reino Unido, respectivamente.®*® Batista et al.*
também observaram a predominéncia da espécie As(l11) no arroz brasileiro, no qual as
espécies As(l1l) e As(V) representaram cerca de 40 e 18 % da concentracdo total de
As, respectivamente.

A predominancia do As inorganico, principalmente na forma de As(l1l), pode
ser explicada pela facilidade que a espécie tem em ser absorvida através dos
transportadores de Si(OH)4, além de formar complexos estaveis com 0s grupos tiois
presentes na planta. Além disso, na propria planta pode ocorrer reducdo enzimatica do
As(V) (absorvido através dos transportadores de HPO,*) a As(111).*’ Esses processos
auxiliam no transporte de As e aumentam a concentra¢do de As inorganico no gréo de
arroz.

Segundo Welna et al.®” é possivel classificar o arroz em dois tipos: arroz tipo
inorganico, onde as espécies predominantes sdo o As(lll) e As(V), e arroz tipo DMA,
onde a espécie dimetilada de As é a predominante. Essas caracteristicas estariam
relacionadas ao sistema de plantio do arroz; o sistema de varzea facilitaria a absor¢éo
das espécies inorganicas de As em condi¢bes anaerdbicas, enquanto que o plantio do
tipo sequeiro, que é caracterizado por condi¢cdes aerobicas, facilitaria a absorcdo do
DMA.*®% Consequentemente, com base no sistema de plantio do arroz no Estado do
Rio Grande do Sul (sistema de varzea) e nos resultados obtidos no presente trabalho,
pode-se afirmar que arroz do tipo inorganico é produzido e comercializado no referido
estado. Contudo, para classificar o arroz dentro dessa categoria, um nimero maior de
amostras deve ser analisado, determinando-se também a concentracdo de DMA nas

mesmas.
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6. CONCLUSOES

Foi desenvolvido um método adequado para analise de especiacdo quimica de
As inorgénico em arroz por HG-AAS. O método ¢é simples, de baixo custo e de facil
utilizacéo, podendo ser facilmente aplicavel em laboratorios de rotina. As espécies de
As inorganico, As(Ill) e As(V), podem ser extraidas com HNO3 0,14 mol L™ sob
radiacdo micro-ondas ou ainda com HNO; 0,28 mol L™ e aquecimento em banho-
maria a 95°C, garantindo a integridade das referidas espécies.

A geragdo seletiva de hidretos de As(lI1) é possivel através do uso de NaBH,
0,1% (m/v) e HCI 10 mol L. O As(V) presente nos extratos pode ser reduzido com
Kl e acido ascorbico e determinado como As(l1l), sendo a concentracdo do As(V)
obtida por diferenca. Desse modo, a separacdo do As(lll) e As(V) é eficiente,
proporcionando resultados precisos e exatos.

A exatiddo, avaliada através da analise de materiais de referéncia certificados,
é boa, com recuperagfes proximas a 100%. Os limites de quantificacdo obtidos - 5,6 e
11,2 ng g, para As(lll) e As inorganico, respectivamente - sdo adequados,
possibilitando a quantificagdo de ambos no arroz. Salienta-se que o tipo de separador
de géas-liquido utilizado previne a transferéncia de agua para a cela de atomizacéo, o
que prejudicaria a sensibilidade e a precisao das medidas.

A determinacdo extracdo do As mediante com K,S,0g 2% (m/v) e HNO3; 10%
(v/v), combinada com aquecimento em banho-maria, permite a determinagéo precisa e
exata do As total no arroz por HG-AAS. A exatiddo é assegurada pelo ajuste das
solucdes de calibracdo e amostras no que diz respeito as concentracdes de K,S,0g €
HNO;.

A concentragcdo de As nas amostras de arroz analisadas foi menor que o0s
limites maximos permitidos pela FDA/WHO para As inorganico e pela ANVISA para
As total.

O método de especiacdo quimica de As inorganico pode ser proposto a
laboratdrios oficiais, onde € realizada a determinacdo de As em arroz para fins de

avaliacao de risco e fixagdo de limites maximos de As inorganico no cereal.
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