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RESUMO

Extracdo Seletiva por Ponto Nuvem para Pré-Concentracao e Especiacdo de Arsénio
Inorganico em Matriz Alimenticia empregando Espectrometria de Absorcao Atémica

Eletrotérmica em Forno de Grafite

Neste estudo, foi desenvolvido um procedimento altamente sensivel e seletivo para
determinacédo de As(V) e arsénio total em amostras de arroz por espectrometria de absor¢éo
atdbmica em forno de grafite apos extracdo por ponto nuvem As(V)-CPE-GF AAS. O
procedimento é baseado na formacdo do complexo de ions As(V) com molibdato na
presenca de 50,0 mmol L™ de &cido sulfarico e 0,1 mmol L de 4cido ascérbico. O
complexo As(V)-molibdato foi extraido para fase rica em surfactante da solucéo de 0,06 %
m/v de Triton X-114. As varidveis que afetam a formacdo do complexo, extracdo e a
separacdo de fases, tais como a concentracdo do agente complexante, concentracdo do
agente redutor e a concentracdo do eletrolito foram otimizadas utilizando planejamento
fatorial e metodologia de superficie de resposta por meio do planejamento composto central
(CCD). Sobre as condic¢des otimizadas, a curva de calibracédo foi linear na faixa de 0,03 —
10,0 pg L™ para fons As(V). Os limites de deteccdo e quantificacdo alcancados para As(V)
foram 0,0099 e 0,0331 pg L™ respectivamente, obtendo um fator de enriquecimento de 78,3
e o valor correspondente ao desvio padrdo relativo (D.P.R.) para 10 replicatas foram abaixo
de 5%. Um planejamento experimental fatorial de dois niveis envolvendo trés fatores
(modificadores permanentes, temperatura de pirdlise TP e temperatura de atomizacdo TA)
foi investigado para estimar os valores 6timos das variaveis que afetam a detecgdo. Foi
demonstrado que o modificador permanente de iridio e a interagio TPxTA foram
considerados na modelagem da superficie de resposta. Valores de recuperacdo foram
obtidos entre 90,85% a 113,10% para amostras fortificadas. O método foi aplicado
satisfatoriamente para a determinacdo de As(V) e arsénio total em algumas amostras de

arroz beneficiadas na regiao.

Palavras-chave: Arsénio, Extracdo por Ponto Nuvem, Arroz, Forno de Grafite.



ABSTRACT

Selective Extraction by Cloud Point for Preconcentration and Speciation of Inorganic
Arsenic in Food using Graphite Furnace Electrothermal Atomic Absorption

Spectroscopy

In this study, a highly sensitive and selective procedure for determination of arsenate and
total arsenic in rice by electrothermal atomic absorption spectrometry after cloud point
extraction As(V)-CPE-GF AAS was developed. The procedure is based on complex
formation of As (V) ions with molybdate in the presence of 50.0 mmol L™ sulfuric acid and
0.1 mmol L™ ascorbic acid. The complex of As (V)-molybdate was extracted into the
surfactant-rich phase of 0.06% w/v Triton X-114 solution. The variables affecting complex
formation, extraction and phase separation such as complexing agent concentration,
reducing agent concentration and electrolyte concentration were optimized using a
factorial design and response surface methodology through central composite design
(CCD). Under the optimal experimental conditions, the calibration graph was linear in the
range of 0.03 — 10.0 ug L™ for As (V) ions. The detection and quantification limits for
As(V) were 0.0099 and 0.0331 ug L™ respectively, obtaining an enrichment factor of 78.3
and the corresponding value for relative standard deviation (R.S.D) for 10 replicate
determinations was below 5%. A two-level full factorial experimental design involving
three factors (permanent modifiers, pyrolysis temperature PT and atomization temperature
AT) was investigated to estimate the optimum values of the variables affecting the
detection. It was demonstrated that iridium modifier and PT x AT interaction were
considered in modeling the response surface. Recovery values were obtained between
90.8% and 113.1% for spiked samples. The method was successfully applied to the

determination of As (V) and total arsenic in some rice samples.

Keywords: Arsenic, Cloud Point Extraction, Food, ETAAS
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1- INTRODUCAO

A qualidade dos produtos de interesse alimenticio tem recebido atencéo especial
devido a sua importancia na nutricdo e saide humana. Neste sentido, a determinacédo de
micro nutrientes que fazem parte da composicdo dessa classe de produtos, como metais
presentes em niveis traco, tem se tornado um importante campo na analise e na
certificacdo da qualidadade de alimentos, uma vez que o papel que estes exercem sobre
a funcionalidade fisioldgica traca uma delimitacédo entre a essencialidade e a toxicidade
dessas substancias. [1]

A determinacgdo dos niveis totais de elementos com potencial txico, como por
exemplo, arsénio, cddmio, niquel e chumbo em alimentos passiveis de incorporagao
como o arroz, batata, mandioca dentre outros, permite avaliar a possibilidade de
impacto ambiental aos seres humanos devido a presenca de tais contaminantes nos solos
onde foram cultivados ou na &gua utilizada para irrigacio dessas culturas. E importante
ressaltar que ha diferencas nas formas de absorcdo, metabolismo e excrecdo entre
diferentes espécies organicas e inorganicas por organismos Vivos.

A evolucdo dos métodos de determinacdo de substancias, bem como sua
aplicacdo em diversos estudos, permite um entendimento maior sobre a atuagdo dos
elementos toxicos no organismo. Sendo assim, a fixacdo de niveis seguros para essas
espécies nos mais variados materiais revela a sua importancia, justificando a
necessidade de linhas de pesquisas nessa orientacao.

Estipular dosagens seguras ndo necessariamente torna-se suficiente, mas a sua
constante revisdo também é relevante, visto que Varios contaminantes apresentam
diferentes efeitos em curto e em longo prazo, o que torna a avalia¢do da toxicidade de
um composto ou elemento algo relativo. De um passado ndo muito distante é possivel
encontrar relatos sobre o uso de diversos compostos como cosmeéticos, aditivos
alimentares e farmacos, que atualmente tém reconhecida toxicidade, o que permite
deduzir que no futuro, outras substancias hoje empregadas recebam uma limitacdo em
seu uso. [2]

Dentre as técnicas empregadas na analise de contaminantes em alimentos, ha um
destaque para aquelas voltadas para identificacdo e quantificacio de compostos
organicos, principalmente provenientes de pesticidas, constituintes nutricionais ou
funcionais, substancias obtidas em processamentos ou em preparacdes, aplicagdes

medicinais, dentre outros. J& constituintes inorgénicos recebem atencdo pelo fato de



serem alguns essenciais, enquanto outros sdo altamente toxicos. Vale ressaltar que
alguns, mesmo participantes no metabolismo de seres vivos, apresentam toxicidade a
partir de certo nivel, como é o caso do ferro, cromo, cobalto, manganés, vanadio, zinco,
cobre e selénio, dentre outros definidos como micronutrientes.

Diante deste contexto, a Quimica Analitica exerce um papel crucial no
desenvolvimento de metodologias eficazes para determinacdo de substancias presentes
em niveis de concentracdo muito baixo em variados tipos de matrizes, principalmente
aquelas de maior grau de complexidade. Os métodos de preparo de amostras, bem como
as técnicas de separacdo e pré-concentracdo constituem-se etapas importantes na
aplicacdo de um método analitico para essa finalidade. [3]

Para que a quantificacdo de substdncias elementares, como as de espécies
metalicas, se enquadre dentro dos parametros de normatizacdo definidos por agéncias
regulamentadoras, tem-se disponivel todo um ferramental analitico instrumental onde as
técnicas de espectrometria atbmica sdo de longe as mais empregadas, por apresentar boa
seletividade e relativa simplicidade quando comparadas a outras técnicas analiticas.

Em particular, a espectroscopia de absor¢do atdbmica por chama (FAAS) tem
sido mais aplicada para determinacdo de elementos inorganicos em uma variedade de
amostras. Uma das dificuldades encontradas no emprego desta técnica é que o analito
frequentemente estd presente em matrizes complexas além de estar em concentragdes
abaixo do limite de deteccdo alcancado pelo equipamento, impedindo que seja
determinado diretamente. [4] Isso ocorre principalmente pela baixa eficiéncia no
processo de nebulizacdo da amostra, em que apenas 5 a 10% do seu volume atinge a
chama, e também pelo curto tempo de residéncia do analito no meio atomizador. [5]

Para o objetivo em questdo, sdo requeridas técnicas analiticas altamente
sensiveis. A espectrometria de emissdo atdmica com plasma acoplado indutivamente
(ICP OES) e a espectrometria de massa atbmica com plasma acoplado indutivamente
(ICP-MS) tem sido recomendadas para essa proposta. Apesar dessas técnicas
apresentarem excelente sensibilidade, apresentam custos bastante elevados para a
maioria dos pesquisadores por serem dispendiosas, gerarem bastante gastos para
aquisicdo e manutencao.

A espectrometria de absorcdo atbmica com geracdo de hidretos (HG AAS) e
espectroscopia de absorcdo atdmica eletrotérmica em forno de grafite (GF AAS) séo
técnicas que apresentam sensibilidade satisfatoria para serem empregadas na andlise de

tracos ou até mesmo ultra-traco em casos de tratamento prévio, e sdo bem mais



acessiveis aos laboratorios. Tais técnicas conseguem alcancar limites de detecgédo
compativeis com a sensibilidade requerida para determinar elementos em diversos tipos
de amostras. No entanto, a técnica com geracdo de hidretos requer uma etapa de
digestdo e um volume relativamente maior de amostra, enquanto a técnica do forno de
grafite permite a eliminacdo da matriz no préprio equipamento (in loco), caracterizando-
o como um digestor sequencial, dispensando assim um processo mais drastico na
abertura de algumas amostras, sendo necessaria apenas a otimizacdo de alguns
parametros. Outra importante vantagem do forno de grafite € a pequena quantidade de
amostra utilizada, que se enquadra dentro da faixa de microlitros. [6]

Apesar do grande avango das técnicas existentes, a interferéncia de matrizes
complexas ainda continua sendo um problema em anélises quantitativas. Para contornar
e minimizar esses efeitos, varios estudos enfocando a separacéo e pré-concentracao do
analito tem sido desenvolvidos. Dentre os principais métodos reportados na literatura,
podem ser citados a extracdo por fase sélida, extracdo liquido-liquido convencional e
ndo convencional, co-precipitacdo, troca idnica e a extracdo por ponto nuvem. Tais
métodos tem a vantagem de proporcionar um aumento adicional na sensibilidade pelo
fato de enriquecer o analito numa fase de volume bem menor, baseado na transferéncia
de massa do elemento oriundo de uma outra fase de maior volume.

A extragdo por ponto nuvem (CPE) vem se destacando como uma técnica
alternativa bastante versatil e promissora na separacdo e pré-concentracdo de varias
substancias. No que diz respeito ao desenvolvimento de novos métodos que vem de
encontro com os principios da “Quimica Verde”, a CPE visa a implantacdo de processos
e produtos quimicos para reduzir ou eliminar o uso de reagentes nocivos a salde
humana e a geracdo de residuos prejudiciais a0 meio ambiente. [7] Trata-se de uma
vantagem preponderante, que tem promovido o atual conceito de Quimica Limpa nos
institutos de pesquisa, universidades e industrias.

A extracgdo por ponto nuvem tem se tornado uma alternativa eficiente em relagéo
aos demais métodos convencionais de extragdo citados anteriormente por apresentar
altos fatores de pré-concentracdo, simplicidade de operagdo, seguranca em razdo da
baixa flamabilidade do uso de surfactante, baixa toxicidade para o analista e para o
ambiente. Portanto, a CPE pode-se ser facilmente aplicada como uma técnica de rotina
nos laboratorios devida a sua facil acessibilidade.

Outra grande vantagem do emprego da extracdo por ponto nuvem, é que ela se
mostra compativel com as técnicas de detec¢do espectroatdmicas aqui citadas. Isso pode



ser observado segundo a revisdo bibliogréafica realizada por DEPOI, sobre o nimero de
publica¢des envolvendo tais técnicas como meio de deteccdo. Os dados foram colhidos
através de um levantamento realizado na base de dados “Web of Science” em margo de
2012. A pesquisa compreendeu as publicacdes obtidas entre os anos de 1982 e 2012. [8]

De acordo com a FIGURA 1.1, vé-se uma distribuicdo mais voltada para a
aplicacdo do FAAS, devido a uma maior facilidade de uso rotineiro e o menor custo da
técnica. O emprego do GF AAS também se mostra usual, entretanto em comparacao
com o0 FAAS, o GF AAS néo ¢ tdo comumente empregado nessa finalidade por as vezes
ja suprir as limitacbes de sensibilidade requerida em muitas analises. O GF AAS
também se mostra compativel para ser empregado no sistema de ponto nuvem,

conseguindo aprimorar ainda mais os limites de detec¢do durante a validagdo do

método.
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FIGURA 1.1 Publicagoes de artigos entre 1982 e 2012 relacionando 0 uso da extracao
por ponto nuvem e a determinagdo mediante técnicas de espectroscopia atbmica.
(Extraido de Fernada Depoi — Tese de Doutorado, 2012)

Neste trabalho, a técnica de extracdo por ponto nuvem foi utilizada no intuito de
pré-concentrar e também discriminar espécies de arsénio inorganico em amostras de
arroz provindas de varios beneficiamentos. Uma vez que o arroz é um elemento
essencial para grande parte da populacao brasileira e mundial, sendo o Brasil 0 maior
produtor ndo asidtico, o consumo interno atinge aproximadamente 26,5 Kg de
arroz/habitante/ano (IBGE, 2010). Além disso, estudos relatam elevadas concentragdes
de arsénio em arroz cultivado em solos irrigados com agua contaminada, [9] surgindo

dai a necessidade de investigagdo nos cultivos regionais de arroz.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ARSENIO

O arsénio € um semi-metal de massa atbmica 75, tdxico, carcinogénico e com
ampla distribuicdo na biosfera. Os oceanos possuem uma concentracdo média desse
elemento de 2,0 a 3,0 pg L™, enquanto a crosta terreste apresenta uma média de 2,0
ug kg™, [10] Na crosta terrestre, o arsénio compreende cerca de 0,00005% de sua
composicdo distribuidos em diversos minérios, como As mineral (em seu estado
elementar), arsenopirita (FeAs), arsenolita (As;03) e nicolita (NiAS).

E possivel encontrar também espécies metiladas de arsénio, que sdo produzidas
como metabdlitos em varios organismos devido a presenca de bacterias (como E. coli,
Flavobacterium sp, Methanobacterium sp) e fungos (como Aspergillus glaucus) que
apresentam a capacidade de biometilar arsénio. [11] Também a flora e a fauna marinha
contém compostos derivados do arsénio, pois nas vias metabdlicas o nitrogénio e o
fosforo podem ser facilmente trocados por ele. Tais compostos incluem a arsenobetaina
(AsB), arsenocolina (AsC) e arseno-agucares de origem algal. [12]

Compostos contendo arsénio séo utilizados em algumas aplicagcdes industriais,
como na manufatura de certos vidros, em formulagdes farmacéuticas, na preservagédo da
madeira, em materiais semi e fotocondutores, dentre outros. Na agricultura, o arsénio é
muitas vezes encontrado na composi¢do quimica dos principios ativos de defensivos e
insumos agricolas, tais como herbicidas, inseticidas, desfolhantes e fertilizantes. [13]

O arsénio inorganico compreende as espécies trivalente As(l11) e pentavalente
As(V), dos quais sdo prontamente sollveis em agua e altamente tdxicas, sendo uma das
poucas substancias que tem sido causador de cancer em humanos por consumo de agua
e alimentos contaminados, além de serem bioacumulativas. A longa exposicdo a
compostos inorganicos de arsénio pode provocar envenenamento crénico, levando ao
desenvolvendo de uma doencga conhecida como arsenicose. Os efeitos da doenca, que
podem ser manifestados ao longo dos anos dependem do nivel de exposi¢do e sdo
caracterizados por apresentar lesbes na pele (hiperqueratose e hiperpigmentacéo)
afetando a atividade celular por inibi¢cdo enzimatica, levando ao surgimento de cancer
bem como doengas cardiovasculares e gangrena nos membros. [14] Compostos
organicos de arsénio, dos quais sdo abundantes em alimentos de origem marinha séo

bem menos prejudiciais a salde e estes sdo rapidamente eliminados pelo organismo.



A exposicdo humana a elevados niveis de arsénio inorganico ocorre
principalmente por meio do consumo de 4gua contaminada e alimentos preparados com
essas aguas. A irrigacdo na cultura de alimentos também é um fator que pode se tornar
vulnerdvel a incorporacdo desses compostos, sendo ainda mais critico quando se
utilizam pesticidas, como no caso do cultivo de arroz. Logo, torna-se necessario
desenvolver acdes de medidas publicas de salde para reduzir a exposi¢cdo humana ao
arsénio, principalmente em &reas de recursos hidricos, que naturalmente apresentam
altos teores desse elemento. [15]

Os altos niveis de toxicidade de arsénio sdo muito bem conhecidos, pois
compostos de arsénio sdo facilmente absorvidos, tanto oralmente quanto por inalacéo,
sendo a extensdo da absorcdo dependente da solubilidade do composto. O efeito tdxico
das espécies de arsénio depende, principalmente, de sua forma quimica. Arsénio em
aguas naturais pode ocorrer como As(lll) (arsenito), As(V) (arseniato),
monometilarsénico (MMA) e dimetilarsinico (DMA). Aguas subterraneas contém
predominantemente arsénio como arsenito e arsenato. As principais espécies de arsénio

sdo apresentadas na FIGURA 2.2.
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FIGURA 2.2 Principais espécies de arsénio biodisponiveis no ambiente, com interesse
em estudos de especiacao.



Levando em consideracdo as espécies inorganicas, a razao As(lll) / As(V) em
4guas naturais oxigenadas é de 1:10%° de acordo com a equacdo de Nernst (Eq. 1),
porém essa proporcdo varia entre 10:1 e 1:10, devido a acdo de microorganismos

presentes na agua. [16]

H3AsO4 + 2H™ + 2e" > H3AsO3 + H,0 E®=0,559 V
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A ordem decrescente de toxicidade dos compostos de arsénio, segundo
ANDERSON et. al., é a seguinte: arsina > arsenito > arsenato > 4cidos alquil-arsénicos
> compostos de arsénio > arsénio elementar. O arsénio trivalente (arsenito) é 60 vezes
mais toxico do que a forma oxidada pentavalente (arseniato). Os compostos inorganicos
sdo 100 vezes mais toxicos do que as formas parcialmente metiladas (MMA e DMA).
[15,17]

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO), em um estudo conduzido
juntamente com o “Joint Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO) / WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA)” em 2010, foi
determinado o valor de 3,0 pug de arsénio inorganico absorvido por dia para cada quilo
em peso corporal (2 — 7 ug kg™ por dia baseado na variedade de exposicéo total através
da dieta). Este valor foi definido como limite inferior da dosagem para constatar
aumento de 0,5% da incidéncia de céncer de pulmdo (BMDL,s), através de dados
epidemiologicos. O Comité constatou ainda que a quantidade tolerada de arsénio
inorganico anteriormente estabelecida de forma provisoria, que era de 15 ug kg em
massa corporal, foi nas regides de BMDL, s e portanto ndo estava apropriado. Logo esse
valor pré-estabelecido foi retirado pelo comité e nenhum novo valor, que especificasse o

nivel tolerado de arsénio inorganico foi estabelecido. [15]



Essa preocupacdo esta intimamente ligada ao uso de aditivos alimentares como
parte de estratégias nutricionais. Eventualmente, se emprega um estimulante orga-
noarsénico denominado Roxarsone® (FIGURA 2.2 A) na alimentacio das aves visando
garantir uma melhor pigmentacdo da carne, promover uma aceleracdo do crescimento,
aumentar o peso das aves e eliminar os parasitas causadores de doencas. Esse composto
pode ser facilmente convertido nas formas mais toxicas desse elemento, que sdo as
formas inorgénicas As(lll) e As(V). Trabalhos na literatura mostram que um micro-
organismo do género Clostridium é capaz de converter em menos de 10 dias o
Roxarsone® em arsenato. [18] No Brasil, o herbicida organoarsenical metanoarsenato
monossédico (MSMA\), conhecido comercialmente como Daconate® (FIGURA 2.2 B),
de curta persisténcia é autorizado para aplicacdo nas culturas de ervas daninhas de café,

algodéo, cana-de-acucar e citricos. [19]
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FIGURA 2.2 (A) Estrutura quimica do aditivo Roxarsone® (acido 3-nitro-4-
hidréxifenilarsénico); (B) Estrutura quimica do aditivo Daconate® (MSMA).

Como a biodisponibilidade e os efeitos fisioldgicos e toxicoldgicos do arsénio
dependem de sua forma quimica, o conhecimento da especiacdo e transformacdo no
meio ambiente torna-se muito importante, necessitando de métodos adequados para a

separacgdo e determinacgdo das espécies de arsénio. [20]



2.2. ARROZ

O arroz (Oryza sativa) € um dos cereais mais produzidos e consumidos no
mundo, caracterizando-se como principal alimento para mais da metade da populacao
mundial. Sua importancia € destacada principalmente em paises em desenvolvimento,
tais como o Brasil, desempenhando papel estratégico em niveis econémico e social. A
producdo anual de arroz é de aproximadamente 606 milhGes de toneladas. Nesse
cenario, o Brasil participa com 13.140.900 toneladas (2,17% da producdo mundial) e
destaca-se como unico pais ndo asiatico entre os 10 maiores produtores. [21]

A estrutura do gréo de arroz consiste da cariopse (farelo) e de uma camada
protetora, a casca. A casca, composta de duas folhas modificadas, a péalea e a lema,
corresponde a cerca de 20% do peso do grdo. A cariopse é formada por diferentes
camadas, sendo as mais externas o pericarpo, o tegumento e a camada de aleurona, que
representam 5-8% da massa do arroz integral. A camada de aleurona apresenta duas
estruturas de armazenamento proeminentes, os gréos de aleurona (corpos proteicos) e 0s
corpos lipidicos. O embrido ou gérmen esté localizado no lado ventral na base do gréo,
é rico em proteinas e lipidios, e representa 2-3% do arroz integral. O endosperma forma
a maior parte do gréo (89-94% do arroz integral) e consiste de células ricas em granulos
de amido e com alguns corpos proteicos.

O arroz é constituido principalmente por amido, apresentando quantidades
menores de proteinas, lipidios, fibras e cinzas. Entretanto, a composic¢do do grdo e de
suas fracOes esta sujeita a variagdes ambientais, de manejo, de processamento e de
armazenamento, produzindo grdos com caracteristicas nutricionais diferenciadas. Além
disso, os nutrientes ndo estdo uniformemente distribuidos nas diferentes fracGes do grao.
As camadas externas apresentam maiores concentragdes de proteinas, lipidios, fibra,
minerais e vitaminas, enquanto o centro é rico em amido. [22,23]

O gréo de arroz, antes de estar na forma adequada para ser adquirido pelo
consumidor, é submetido por processos de beneficiamento. As trés principais formas em
que o arroz beneficiado é consumido, em ordem de importancia sdo: o arroz branco, o
arroz integral e o arroz parboilizado.

O beneficiamento tem inicio com a separacdo da casca do restante do gréo.
Nesta etapa obtém-se o arroz integral sem sofrer nenhum processo de polimento, ou
seja, somente a retirada da parte que recobre o grdo que vai do pericarpo até a aleurona,
conhecido como farelo de arroz. O arroz polido sofre esse processo de limpeza, sendo
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essa referida camada retirada. Ja o arroz parboilizado, termo adaptado do inglés “partial
partial boiled”, é o arroz parcialmente cozido com a casca. Neste processo, 0 grao
absorve nutrientes da casca como elementos quimicos e vitaminas. Assim, 0 arroz pode
ser parboilizado e depois descascado somente, fornecendo o arroz integral ou
descascado e posteriormente polido fornecendo o arroz branco ou polido. [24]

Tendo em vista a importancia do arroz na cultura e alimentagcdo da populagéo,
variacbes na composicdo quimica, das quais se destacam aquelas resultantes do
gendtipo e do beneficiamento, podem contribuir para as dietas de maneira diferenciada.
Quanto a influéncia do processamento, ha relatos de diferencas expressivas nos teores
de gordura, fibra alimentar e minerais entre o arroz branco e o integral. J& 0 processo de
parboilizacdo, influencia significativamente os teores de minerais e amido digestivel.
Com isso, dependendo do processamento ao qual o grdo de arroz for submetido, a
composicdo quimica pode ser modificada, e assim influenciar na composicao da dieta.
[25]

A concentracdo de minerais difere nas frages do grédo. Enquanto no arroz com
casca o silicio € o componente dominante, no arroz integral e polido, destacam-se
fosforo, potassio e magnésio. Ferro e zinco, dois minerais essenciais para a saude
humana, estdo disponiveis em baixas concentra¢cdes no grdo. Devido a importancia do
arroz na alimentacdo, pesquisas vém sendo desenvolvidas para aumentar a concentragdo
de minerais no grdo, principalmente desses elementos. Uma das formas utilizadas € o
melhoramento convencional, a partir de geno6tipos com maior concentracdo destes
minerais, visto que existe grande variacéo na concentracao de ferro (2-52 ug g™) e zinco
(6-28 pg g™) entre gendtipos. A transgenia também vem sendo utilizada com esse
objetivo.

O contetdo mineral é fortemente influenciado pelas condi¢bes de cultivo,
incluindo fertilizacdo, condi¢des do solo e pelo processamento. De forma geral, 0s
minerais apresentam-se em maior concentracdo nas camadas externas do grao
(TABELA 2.1), com aproximadamente 72% no farelo e 28% no gréo polido.
Entretanto, alguns minerais apresentam distribuicdo mais uniforme, como sodio e
calcio, permanecendo no arroz branco polido 63% do sddio e 74% do célcio do arroz
integral. Embora o arroz integral tenha maior concentracdo de minerais do que o polido,
isso ndo significa necessariamente maior quantidade de minerais absorvidos pelo
organismo, visto que a biodisponibilidade pode ser afetada pela presenca de maiores
teores de fibra e &cido fitico no arroz integral. [26,27]
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TABELA 2.1 Teor de minerais encontrados na composi¢éo quimica em arroz integral e

branco polido.

Mineral Arroz Integral Arroz Branco Polido
Macrominerais (mg g™, com 14% de umidade)
Calcio 0,1-05 0,1-0,3
Magnésio 02-15 0,2-0,5
Faosforo 1,7-43 0,8-15
Potassio 0,6-2,8 0,7-1.3
Silicio 06-14 0,1-04
Enxofre 03-19 0,8
Microminerais (ug g, com 14% de umidade)
Aluminio 0,3-26,0 01-22
Cadmio 0,02-0,16 0,025
Cloro 210 - 560 200 — 300
Cobalto 0,03-0,04 0,017
Cobre 1-6 2-3
lodo 0,03 0,02
Ferro 2-52 228
Manganés 2-36 617
Niquel 0,2-0,5 0,14
Selénio 0,3 0,3
Sddio 17 - 340 5-86
Zinco 6 - 28 6-23

Adaptado de JULIANO (1985). [27]

O arroz, diferente dos outros cereias € cultivado geralmente em solos
inundandos, onde condi¢bes anaerébicas somadas ao excesso de agua levam a
mobilizacdo do arsénio e, consequentemente ao aumento do acimulo da planta. VVarios
estudos relatam elevadas concentracfes de arsénio em arroz cultivado em solos
irrigados com &guas contaminadas. [28-32] O As(lll), espécie mais toxica, tem alta
solubilidade e mobilidade no solo, sendo eficientemente absorvido pelas raizes,
chegando aos grdos e sendo incorporadona cadeia alimentar. Por esses motivos a
presenca de arsénio em amostras de arroz vem sendo avaliada em Vvarios paises. Porém,
no Brasil, um pais onde este alimento é muito consumido, ha pouca informacao sobre a
concentracdo total de arsénio e sobre suas espécies. [33]

No Brasil, as legislacdes vigentes que estabelecem os limites maximos de
tolerancia para arsénio em alimentos sdo a Portaria n° 685 de 27 de agosto de 1998 da

Secretaria da Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude; decreto n® 55871 de 26 de
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mar¢o de 1965. Os limites estabelecidos por essa portaria estdo indicados na TABELA

2.2 e, para todos os outros alimentos que ndo foram citados nesta portaria, é adotado

como limite méximo o valor de 1 pg g™ de acordo com o referido decreto.

TABELA 2.2 Limite maximo de tolerancia para arsénio em alimentos.

Alimentos Limite maximo de Arsénio (ug g~)

Gordura vegetais e emulsdes
Gorduras hidrogenadas

Acucares caramelos e balas

Bebidas alctlicas fermentadas e fermento-
destiladas

Cereais e produtos de cereais
Gelados comestiveis

Ovos e produto de ovos

Leite e fluidos pronto para o consumo
Mel

Peixes e produtos de peixe

Ché, mate e derivados

Demais alimentos

0,1
0,1
1,0

0,1

1,0
1,0
1,0
0,1
1,0
1,0
1,0
1,0

Fonte: Portaria n° 685, de 27 de agosto de 1998 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do

Ministério da Salde; Decreto n°® 55871 de 26 de margo de 1965.



13

2.3. ESPECIACAO QUIMICA E O PREPARO DE AMOSTRAS

Antigamente, a determinacao da concentracdo total de um dado elemento
parecia ser suficiente para todas as consideracdes clinicas e ambientais. Hoje ja ndo é
mais assim. Embora se tenha o conhecimento oficial da concentracéo total de um dado
elemento, € essencial em muitos esquemas analiticos a determinacdo das espécies
quimicas na qual o elemento esta distribuido. [34]

Sabe-se atualmente, que a determinacao da concentracdo total de um elemento é
uma informacao limitada, especialmente no que diz respeito sobre o seu comportamento
no meio ambiente e aos danos que pode causar a saude. As propriedades fisicas,
quimicas, bioldgicas e toxicolégicas sdo dependentes da forma quimica em que o
elemento esta presente. Por exemplo: a medida da concentracdo total de arsénio nédo
indica se os verdadeiros niveis de cada espécie individualmente. Para estimar o risco
envolvido, é preciso levar em consideracdo a variacdo na toxicidade, o transporte e a
biodisponibilidade, que sdo dependentes das formas quimicas na qual o arsénio esta
presente. Por isso, a necessidade de métodos analiticos que ajudem a diferenciar essas
formas.

Diferentes técnicas de separacdo e deteccdo podem ser utilizadas para estudos de
especiacdo. No entanto, a grande maioria destas técnicas é limitada, pois ndo tendem a
combinar uma capacidade de separacdo eficiente, a seletividade e a sensibilidade
requerida para a deteccdo. Para essa finalidade, os métodos de especiacdo sdo
classificados em cromatograficos e nao-cromatogréaficos. A cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica eficiente para separacdo de varias espécies
quimicas, no entanto os detectores utilizados na HPLC ndo sdo versateis e sensiveis o
suficiente para serem aplicados na determinagdo de baixas concentragdes. Sinais
atdmicos distintos obtidos por meio das técnicas de espectroscopia atbmica sao dificeis
de serem obtidos em funcdo das formas quimicas, no entanto é possivel utilizar as
técnicas espectroatdmicas hifenadas entre alguns processos de separacdo e pré-
concentragéo. [35,36]

Um passo fundamental para se obter resultados com maior confiabilidade em
uma analise de especiacdo é manter a integridade das espécies quimicas durante o pré-
tratamento das amostras. O preparo de amostras solidas visando a especiacdo de arsénio,
geralmente inclui procedimentos como trituragdo, liofilizagdo, moagem, tamisagéo e

extracdo. Para que um meétodo de extracdo seja considerado ideal, é desejavel a extracdo
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quantitativa das espécies de arsénio sem conversdo e que os solvente utilizados nédo
interfiram na analise. Muitos métodos classicos de digestdo, submetem as amostras a
um ataque &cido com a acdo combinada de uma fonte de enengia, podendo esta ser
térmica por meio de aguecimento convencional ou através de um bloco digestor, ou
também por meio de procedimentos mais desenvolvidos como emprego de radiagdo
micro-ondas ou por meio da extragdo assistida por ultra-som. [9]

A extracdo assistida por ultra-som tem sido aplicada com sucesso para extracoes
totais e parciais de amostras solidas em fases liquidas. Isso simplifica o preparo das
amostras aumentando a taxa de extracdo, evitando a contaminacdo das amostras e
prevenindo a perda dos analitos.

A extracdo por ultra-som se baseia na remocdo dos elementos quimicos de
materiais sélidos e transferéncia para um solvente apropriado. Apds passar através do
meio liquido, a energia ultrassbnica promove o fenémeno de cavitacdo, que é a
producdo de microbolhas devido a mudancas rapidas na pressdo do liquido. Durante
esse processo, as bolhas implodem, ocasionando a formacdo de radicais e energia
térmica que aceleram os efeitos fisicos na solucéo, propiciando uma maior superficie de
contato com o meio extrator, 0 que pode levar a recuperacdes significativas. Devido a
essas vantagens, 0 emprego da extragdo assistida por ultra-som tem sido proposta como
uma alternativa simples e de baixo custo para acelerar a extracdo de diferentes

elementos quimicos de amostras bioldgicas, ambientais e alimenticias. [37,38]
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2.4. EXTRACAO POR PONTO NUVEM

A extracdo por ponto nuvem (CPE) é uma técnica que se baseia no fenbmeno em
que uma solucdo aquosa de um surfactante torna-se turva por adi¢do de uma substancia
apropriada ou por alteracéo de algumas de suas propriedades, tais como a temperatura, a
forga i6nica do meio ou a pressao. O surgimento da turbidez ocorre porque o surfactante
atinge o seu ponto nuvem. Neste ponto, a solucdo original separa-se em duas fases
isotropicas distintas: uma rica em surfactante e de pequeno volume, contendo o analito
organico ou inorganico desejado, e uma outra fase que provém da solucdo matriz
(denominada fase pobre ou fase aquosa) de grande volume, com a concentragdo do
surfactante proxima a sua concentracao micelar critica, que deve ser descartada. [7]

A extracdo por ponto nuvem vem se desenvolvendo e se aperfeicoando muito
nos ultimos anos, permitindo a separacdo e a determinacdo de uma variedade de
espécies quimicas em diferentes matrizes. A extragdo por ponto nuvem foi registrada na
litertatura pela primeira vez por WATANABE e TANAKA (1978) para pré-
concentracdo de quelatos metalicos empregando PONPE 7,5 como surfactante. [39]
Desde entdo, o uso da CPE em processos de extracdo de metais e substancias organicas
em amostras bioldgicas, clinicas e ambientais tornou-se um campo propicio para
desenvolvimento de novos métodos.

Estruturalmente, os surfactante ou tensoativos sdo substancias organicas
anfipaticas que apresentam uma longa cadeia hidrofobica e um pequeno grupo
carregado ou polar hidrofilico. A classificacdo dos surfactantes é baseada na sua
natureza, sendo assim 0s surfactantes podem pertencer a uma das quatro categorias
seguintes: nao ibnicos, catibnicos, aniénicos e anfoteros, conforme mostra a TABELA
2.3. A combinacdo de grupos hidrofilicos e hidrofébicos em uma Unica molécula

confere aos surfactantes propriedades unicas de dissolugdo em agua e outros solventes.

TABELA 2.3 Classificacdo dos surfactantes em diferentes classes.

Classificacao Surfactante

N&o-ibnicos Octilfenoxipolietoxietano (Triton X-114)
Catibnicos Brometo de cetiltrimetil amonio (CTAB)
Anibnicos Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)

Anféteros 4-(dodecildimetil amonio) butirato (DAB)
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Dependendo de sua estrutura quimica e da natureza do meio, os surfactantes
podem gerar diferentes ambientes organizados, dentre os quais se podem destacar as
micelas normais ou aquosas, as micelas reversas, as microemulsées e as vesiculas. [40]

As micelas sdo estruturas supramoleculares de dimens@es coloidais, formadas a
partir de moléculas de surfactantes que se agregam espontaneamente em solucdo aquosa
quando estas atingem uma faixa especifica de concentracdo denominada concentracéo
micelar critica (CMC). Abaixo da CMC, o surfactante estd predominantemente na
forma de monémeros ndo associados. Porém quando a CMC é ultrapassada, 0 processo
de formacéo de agregados micelares é favorecido, dentro de uma dinamica de equilibrio
com seus proprios mondmeros, indicando que as micelas ndo sdo estruturas estaticas
(FIGURA 2.3). As micelas sdo termodinamicamente estdveis e facilmente
reprodutiveis, porém elas podem ser destruidas pela diluicdo com agua quando a

concentracdo do surfactante estiver abaixo da CMC.

R I

Abaixo da CMC Acima da CMC

(monbmeros) (micelas e mondmeros em equilibrio dindmico)
FIGURA 2.3 Representacao esquematica do equilibrio de formacéo das micelas.

A aplicacdo da CPE é relativamente simples: poucos mililitros de uma solucéo
concentrada de surfactante sdo geralmente adicionados a algumas centenas de mililitros
da amostra aquosa. Se o analito a ser pre-concentrado for um metal, uma solucéo de
agente complexante deve ser adicionada para a formacgdo de um quelato hidrofébico. Se
o analito for apolar ou apresentar uma polaridade muito baixa, ele ja esta apto a ser pré-
concentrado. A solucdo deve ser aquecida em banho termostatizado acima da
temperatura de ponto nuvem para que ocorra a separacdo das fases, e esta deve ser
acelerada por centrifugagdo no caso de fases micelares de surfactantes que tenham

densidade maior que a solucdo da amostra, conforme mostra a FIGURA 2.4.
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FIGURA 2.4 Processo de formacdo do ponto nuvem aplicado na extracdo e pré-
concentracdo de um ion metalico.

Um surfactante para ser empregado em CPE deve apresentar algumas
caracteristicas desejaveis, tais como baixa temperatura de ponto nuvem e alta densidade,
que facilitam a separacdo das fases. O surfactante ndo-ionico Triton X-114 (FIGURA
2.5) apresenta essas caracteristicas, além de ser facilmente disponivel em um custo

baixo.

FIGURA 2.5 Estrutura quimica do surfactante Triton X-114

Fazendo um levantamento bibliografico com relacdo a extracdo de ions
metalicos empregando CPE, DEPOI também observou o numero de publicagbes
referentes aos elementos As, Bi, Cd, Co, Cu, Fe, Hg, Ln, Mn, Ni, Pb, Sbh, Se e Zn, dos
quais estdo relatados na FIGURA 2.7. Os dados apresentados nessa figura foram
obtidos através de pesquisa realizada na base de dados “Web of Science” em margo de
2012. Como pode ser observado pela FIGURA 2.6, a pré-concentracdo de Cd, Cu, Pb e
Ni foi avaliada em um numero significativo de publicacdes. No entanto, elementos

como As, Bi, Hg, Sb e Se ainda s@o pouco explorados. [8]
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FIGURA 2.6 PublicacGes de artigos entre 1982 e 2012 relacionados com a pré-
concentracdo dos elementos citados mediante CPE. Ln: Lantanideos. (Extraido de
Fernada Depoi — Tese de Doutorado, 2012)

FANG et. al. (2001) foram os primeiros pesquisadores a propor a incorporacao
de um sistema em linha para CPE na extracdo e pré-concentracdo de cuproporfirina a
partir de amostras de urina e determinagdo por quimioluminescéncia. Segundo FANG,
para ser possivel a realizacdo da CPE totalmente em linha, foram solucionadas trés
dificuldades: A primeira seria a complexidade de incorporar um sistema de aquecimento
dentro de um sistema FIA, o qual foi evitado pelo emprego de um reagente eletrolitico
para promover a diminuicdo da temperatura do ponto nuvem a temperatura ambiente.
Segundo, a dificuldade de acelerar a separagdo da fase micelar da fase aquosa, que nos
procedimentos fora de linha é realizado por uma centrifuga, foi resolvido com o
acoplamento em linha de uma coluna filtrante inerte (como 1a de vidro ou algodao), e
terceiro, a determinacdo espectroscépica de analitos em meio micelar foi realizado pelo
emprego de uma reacdo de quimioluminescéncia que induz a emissao de luz permitindo
uma detec¢do sensivel e seletiva. [41]

Com intuito de realizar especiacdo de cromo, MATOS et. al. (2009) utilizaram
CPE. O procedimento foi baseado na complexacéo de Cr(I11) com PAN 1-(2-piridilazo)-
2-naftol, e em seguida foi realizada extragdo com Triton X-114. A fase rica foi analisada
por FAAS e a fase aquosa contendo a espécie Cr(VI) foi novamente submetida ao
procedimento de ponto nuvem, com uma etapa prévia da reducdo do Cr(V1) para Cr(llI)

utilizando &cido ascorbico. A concentracdo de Cr total foi calculada pela soma entre a



19

concentracdo de Cr(VI) reduzida e Cr(lll). O método foi aplicado com sucesso para
amostras de efluentes de industrias de curtume. [42]

A fim de determinar cddmio em amostras de refrigerantes armazenados em
embalagens PET, REZENDE et. al. (2011) empregaram CPE para extrair e pre-
concentrar cadmio utilizando PAN como complexante, Triton X-114 como surfactante e
NaCl para promover o ponto nuvem em temperatura ambiente. A fase rica foi levada
para um sistema de detecc¢do baseado em um forno tubular adaptado sobre o queimador
de um FAAS, gerando um aerossol térmico (TS-FF-AAS). O método apresentou um
limite de detecgdo de 0,0178 pg L™ e um fator de pré-concentracéo de 55,5. [43]

BAIG e colaboradores (2009) empregaram extragdo por ponto nuvem e extracao
em fase sélida (SPE) utilizando TiO, como material sorvente, para determinar
respectivamente As(l11) e arsénio inorganico total (;As). Os autores desenvolveram um
método para especiacdo de arsénio em amostras de aguas naturais e subterranea,
empregando estratégias multivariadas para otimizacdo. As espécies extraidas foram
determinadas por ETAAS, conseguindo alcancar os limites de deteccdo de 0,04 e 0,02
ug L™ para iAs e As(l11) respectivamente. [44]
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2.5. ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA EM FORNO DE GRAFITE

A técnica da Espectrometria de Absor¢do Atdmica baseia-se na absorcdo da
energia radiante pelas espécies atbmicas neutras, ndo-excitadas, em estado gasoso. Cada
espécie atdbmica possui um espectro de absorcdo formado por uma série de raias
estreitas caracteristicas, devido as transi¢fes eletronicas envolvendo os elétrons
externos. Na absorcdo atdmica, o elemento a ser determinado é levado a condicdo de
uma dispersao atdbmica gasosa, denominado atomizacéo, através da qual se faz passar o
feixe de radiacdo proveniente de uma fonte apropriada como uma lampada de catodo
0co. [45]

As principais técnicas analiticas em espectrometria de absor¢do atdmica séo
baseadas na atomizacdo em chama (FAAS), nas adaptacdoes realizadas para a geracao
de hidretos (HG AAS) e na atomizacdo eletrotérmica em forno de grafite ou em
filamento de tungsténio (ETAAS). A espectrometria de absorcdo atbmica com
atomizacdo eletrotérmica em forno de grafite (GF AAS), é uma técnica bem
estabelecida para determinacgdes elementares. A sua instrumentacdo convencional consiste
no acoplamento de um tubo cilindrico oco de grafite no interior do forno, aquecido
eletricamente por resistividade. O tubo apresenta dimensGes com cerca de 5 cm de
comprimento e 1,0 cm de didmetro no qual possui um orificio central onde uma micropipeta
ou automostrador injeta a amostra. O tubo de grafite se ajusta aos eletrodos localizados na
extremidade do sistema atomizador onde s&o resfriados & agua. Um fluxo de gas interno,
geralmente argdnio, flui das extremidades para a parte central evitando a entrada do ar e

eliminando os vapores gerados pela matriz (FIGURA 2.7).
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FIGURA 2.7 Viséo longitudinal do sistema atomizador de um forno de grafite.



21

Para a determinacdo de um analito por GFAAS, é necessario estabelecer um
programa de temperatura especifico, com ciclos de aquecimento que podem levar
poucos minutos. Na realizacdo de medidas com essa técnica, € imprescindivel otimizar
um programa de aquecimento apropriado para controlar o tempo e a temperatura das
etapas de secagem, de pirdlise e de atomizacdo (FIGURA 2.8). Este programa
otimizado permite evaporar o solvente bem como eliminar os constituintes da matriz,
antes da atomizagdo do analito, a fim de se reduzirem eventuais interferéncias. Cada
elemento, numa determinada matriz, possui uma temperatura de pirélise e uma de
atomizacdo caracteristicas, o que justifica a necessidade de encontrar tais parametros
para uma determinada analise. Nem sempre a busca por essas condi¢des étimas é feita
de uma forma sistematica, levando-se em consideracdo todas as variaveis envolvidas.
Muitas vezes, a busca pelas melhores condi¢cdes faz com que seja mais adequado o
emprego de técnicas multivariadas para a construcdo de um programa Otimo de
temperatura. [1]

4 - limpeza

3 - atomizacdo

2 - pirdlise

Temperatura / °C

1 - secagem
5 - resfiamento

Tempo /s

FIGURA 2.8 Etapas constituintes de um programa de temperatura em GF AAS.

Com a finalidade de obter condi¢cbes mais reprodutiveis e uma atomizacao
gradativa mais eficiente, geralmente sdo empregados tubos de grafite integrados com
um plataforma denominada plataforma de L’vov. Esta plataforma fica localizada abaixo
do orificio de introducdo de amostra. A amostra é evaporada e calcinada sobre essa

plataforma, de forma usual. Quando a temperatura do tubo se eleva rapidamente,
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contudo, atrasa-se a atomizacdo, uma vez que a amostra ndo se encontra mais em
contato direto com a parede do forno. Em consequéncia, a atomizagdo ocorre em um
ambiente no qual a temperatura ndo esté se alterando t&o rapidamente. Como resultado,
0s sinais mais reprodutiveis sdo obtidos. Muitos outros modelos de atomizadores
eletrotérmicos estdo disponiveis comercialmente.

A injecdo da amostra no interior do tubo de grafite € uma etapa muito importante,
que ira interferir na qualidade dos resultados. Se a posi¢éo do capilar que introduz a amostra
no interior do tubo de grafite ndo for a correta, a reprodutibilidade e a sensibilidade obtidas
serdo comprometidas. A FIGURA 2.9 ilustra a posicao correta deste capilar que, caso seja
posicionado de forma incorreta, ocasionard uma ma distribuicdo da amostra, além de um

aquecimento desigual podendo levar a perda de analito.

Capilar afastado

Capilar proximo demais

Capilar posicionado
corretamente

FIGURA 2.9 Posicionamento do capilar do amostrador automatico no interior do tubo de
grafite, visualizacdo atraves de um sistema de video incorporado no espectrometro de
absorcdo atébmica.

Infere-se que a principal desvantagem da técnica reside no tempo total gasto
quando se deseja determinar muitos elementos por amostra, fazendo com que seja
considerada uma técnica de baixa frequéncia analitica. Entretanto, o GF AAS ocupa uma
posicdo de destaque devido a elevada sensibilidade, seletividade, a pequena quantidade de
amostra necessaria para realizar a analise e a possibilidade de tratamento térmico da
amostra durante o programa de aguecimento, tornando possivel introduzir amostras na
forma solida ou por meio de suspensfes. A grande quantidade de métodos analiticos bem
estabelecidos, a facilidade de operacdo do equipamento e o alto grau de automacdo dos

espectrdmetros modernos também contribuiram para a aceitagdo da técnica.
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O emprego de modificadores quimicos é uma pratica extremamente comum e
muitas vezes necessaria nessa técnica. Eles tém como func¢do diminuir, ou até mesmo
eliminar, interferéncias provocadas pela matriz ou concomitantes presentes na amostra,
favorecendo um aumento da eficiéncia da etapa de pirolise, sendo possivel empregar
temperaturas maiores do que aquelas num processo sem o modificador, bem como
proporcionar uma maior estabilidade térmica do analito durante a etapa de atomizagao.
Entretanto, a eliminagdo dos concomitantes ndo deve afetar a atomizacgdo do analito de
interesse. O modificador quimico converte o analito em uma forma menos volatil,
permitindo maiores temperaturas de pirolise e/ou converte 0s concomitantes em uma
forma mais volatil, promovendo a separacdo analito-matriz.

Um modificador quimico é normalmente uma solucéo concentrada contendo um
ou mais compostos quimicos que € adicionada a aliquota da amostra e co-injetada no
forno de grafite através do amostrador automatico ou diretamente no tubo de grafite
pouco antes da introducdo da amostra. A solugdo apresenta uma alta concentracéo de
modo a favorecer as reagdes entre 0s concomitantes, o analito e o modificador. Sao
varias as espécies empregadas como modificadores, no entanto uma mistura dos sais
nitrato de paladio e nitrato de magnésio € aquela que se destaca como uma das mais
usadas em determinagdes de diversos analitos, sendo por essa razdo ser classificada
como universal. No entanto, o custo dessa mistura é relativamente alto, principalmente
pelo fato dos reagentes usados apresentarem alto grau de pureza, o que favoreceu a
busca por outros reagentes.

Como alternativa, surgiu o emprego do modificador permanente, que consiste no
revestimento dos tubos de grafite, da plataforma de L’vov integrada e da parede interna,
de modo que h& um recobrimento parcial de uma area, a partir da deposicao de espécies
metalicas formadoras de carbetos refratarios (W, Zr, Ti, Ta, Nb) ou de metais do grupo
da platina (Rh, Ir, Ru, Pd, Pt). [46,47] Em relacdo a modificacdo quimica convencional,
a modificacdo quimica permanente apresenta as seguintes vantagens: facil e rapida
obten¢do da camada de modificador sobre a plataforma ou paredes do forno de grafite;
aumenta a velocidade da analise, pois elimina o tempo de secagem do modificador e a
etapa de pipetagem do mesmo; ndo necessita ser um sal de elevada pureza, pois ocorre
limpeza in situ durante a obtengdo da camada, acarretando em um menor custo da
analise; atua como catalisador (para halogenetos, acidos, alcoois e outros sais) em

matrizes complexas permitindo a anélise de algumas matrizes diretamente sem nenhuma
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ou com minima digestdo prévia; Aumenta consideravelmente a vida util do forno e
permite que o GF AAS se transforme em um Digestor Analisador Sequencial. [48]

O uso de modificadores permanentes € um procedimento bastante discutido e
relatado em literatura. PEREIRA e colaboradores (2004) testaram varios modificadores
permanentes para determinacdo de Al, Cd, Cr e Pb em agua potavel. Foram testados
tubos tratados com ruténio, iridio, rédio e tungsténio e foi constatado que cada
modificador apresenta uma diferente eficiéncia para cada analito. [49] Num método em
que materiais bioldgicos diversos (cabelo humano, sangue canino, tecidos de peixe e de
lagosta) foram digeridos com hidroxido de tetrametilamoénio (TMAH) e analisados por
GF AAS para determinacdo de cadmio, ruténio foi empregado como modificador
permanente. [50] Iridio, rodio, zirconio e ruténio foram usados como modificadores
permanentes na determinacdo de cadmio, cromo e chumbo em sedimentos marinhos e
de lagoa, sendo essa amostra introduzida no forno de grafite na forma de suspensao.
[51] Um estudo que envolveu a comparacdo do uso da mistura nitrato de Pd-Mg como
modificador quimico com o uso de tungsténio, rodio e iridio como modificadores
permanentes numa metodologia para determinacdo de chumbo em orujo (aguardente
espanhol de uva) usando GF AAS, mostrou uma melhor eficiéncia dos modificadores
permanentes em relacdo aos demais. [52]

MICHON e colaboradores (2007) desenvolveram um método de rotina para
determinacédo de arsénio em agua de consumo por GF AAS, avaliando solucgdes de Ni,
Pd e a mistura Pd-Mg como modificadores quimicos convencionais. O método alcangou
limite de deteccdo de 0,26 pg L™, correspondendo a uma massa caracteristica de 4,2 pg
de As. Foi verificado interferéncias da presenca de fosfato e silicato em niveis de mg.L-
1 sobre a determinacdo. O modificador que apresentou melhores resultados foi a mistura
classica de Pd-Mg utilizando HNO3; como estabilizante térmico. [53]

AJTONY e colaboradores (2008) desenvolveram um método répido para
determinacdo simultanea de As, Cd e Cu utilizando em GF AAS multi-elementar por
meio de introducédo direta de amostras de vinho, alcangando melhores condi¢des com o

uso de modificador classico. [54]
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2.6. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL MULTIVARIADO

Atualmente a possibilidade de obtencdo de uma grande quantidade de dados
numéricos tem crescido em todos os campos da ciéncia, incluindo a quimica analitica,
devido ao desenvolvimento de novas técnicas e instrumentacdo que permitem uma
resposta de forma mais rapida. Neste contexto, a aplicacdo de ferramentas estatisticas é
de fundamental importancia, principalmente para explorar e entender uma gama
crescente de dados e informacdes originadas de um sistema. [55]

O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica importante e simples,
porém, pouco empregada ou explorada em espectrometria atbmica. A observacdo dos
efeitos de varidveis e interaces entre elas é de extrema importancia para entender os
processos que estdo sendo monitorados em um determinado sistema.

Quando é empregada uma otimizacdo univariada, ndo é possivel detectar
interacOes entre as variaveis estudadas. Na otimizacdo das temperaturas de pirélise e
atomizacdo em espectrometria de absor¢do atdmica com atomizacdo eletrotérmica
(ETAAS), € comum, inicialmente, fixarmos a temperatura de atomizacéo, variando-se
somente a temperatura de pir6lise. Em seguida, depois de encontrar a melhor
temperatura de pirdlise, a temperatura de atomizacdo € variada. Neste tipo de
procedimento, alguns resultados e interpretagcdes incompletas podem ocorrer, devido ao
fato de que os efeitos de interacdo entre as varidveis ndo sdo explorados. Além do
problema relatado anteriormente, o nimero de experimentos executados € geralmente
maior se comparado com aqueles obtidos em um planejamento fatorial. [56]

No planejamento fatorial, inicialmente sdo executados experimentos de triagem,
com o interesse em se determinar as variaveis experimentais e as interacGes entre
variaveis que tém influéncia significativa sobre as diferentes respostas de interesse. E
preciso selecionar as variaveis que sdo possiveis de serem estudadas e que
provavelmente interferem no sistema, as variaveis que ndo foram selecionadas devem
ser fixadas durante todo o experimento. [57]

Nesse planejamento, sdo investigadas as influéncias de todas as variaveis
experimentais de interesse e os efeitos de interacdo na resposta ou respostas. Se a
combinagdo de k fatores é investigada em dois niveis, um planejamento fatorial
consistira de 2 experimentos. Normalmente, os niveis dos fatores quantitativos s&o
nomeados pelos sinais — (menos) para o nivel mais baixo e + (mais) para o nivel mais

alto.
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A indicacdo dos efeitos dos fatores selecionados, bem como os efeitos de suas
interagBes, sdo interpretados num gréfico de Pareto, em que as barras horizontais estdo
associadas com a intensidade do efeito, os valores apontados correspondem aos préprios
e o sinal indica qual dos dois niveis tem maior influéncia na resposta. S&o significativos
com 95% de confianga os efeitos que estdo além da linha de corte. De fato, sdo mais
interessantes nesse grafico quais efeitos primarios sdo significativos e os respectivos
niveis que lhes afetaram.

Apdbs a realizacdo dos experimentos de triagem, os fatores significativos sao
selecionados e uma metodologia de andlise de superficie de resposta pode ser executada
para otimizacdo do experimento. A metodologia de superficie de resposta (SRM, do
inglés “Surface Response Methodology”) ¢ uma técnica de otimiza¢do baseada em
planejamentos fatoriais e abrange um conjunto de procedimentos estatisticos usandos na
modelagem matematica de resposta. Essa técnica utiliza também planejamentos fatoriais
ampliados, de segunda ordem, onde se destacam os modelos Composto Central, Box-
Behnken, Matriz de Doehlert, extensamente usados nos Gltimos tempos.

Neste sentido, otimizar significa encontrar os valores das varidveis que irdo
produzir a melhor resposta desejada, isto €, encontrar a regido O6tima na superficie
definida pelos fatores. Os planejamentos composto central (CCD), do inglés “Central
Composite Design”, possivelmente sdo as classes de planejamentos mais utilizadas para
ajustar modelos quadraticos.

Os planejamentos compostos centrais (CCD) foram apresentados por Box e
Wilson em 1951 como uma evolucdo dos planejamentos 3%, que necessitavam de muitos
experimentos para um pequeno numero de fatores. Para construgdo de um planejamento
CCD € necessario definir o nimero de varidaveis a serem estudadas (J), qual
planejamento fatorial serd empregado (completo 2’ ou fracionario 2’®) e quantos
experimentos serdo realizados no ponto central (normalmente, 2” + 1). O nimero de
experimentos a ser realizado é dado por: 2’ + 2J + 1. A FIGURA 2.10 ilustra 0s pontos
do dominio experimental a ser explorado em um planejamento composto central para

duas e trés variaveis, respectivamente.
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FIGURA 2.10 Planejamentos compostos centrais: (a) J=2e a =1.414 (= \/5), (b)J =
3 e a =1.682. Os diferentes simbolos significam: (¢) planejamento fatorial, (m) pontos

axiais e (o) ponto central.
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Sendo um planejamento de segunda ordem, os modelos estatisticos envolvendo
dois e trés fatores da matriz do Planejamento Composto Central sdo representados pelas

equac0es 2 e 3 respectivamente. [58]
R=a+bA+cB+dA*+eB?+fAB +¢ (Eq. 2)

Onde R: Resposta Experimental;
A, B e C: Variaveis a serem otimizadas;
a: termo independente que corresponde a média dos resultados;
b, c: coeficiente dos termos lineares;
d, e: coeficiente dos termos quadraticos;
f : coeficiente dos termos de interacéo;

€: erro experimental;

R=a+bA+cB+dC+eA?+fB?+gC?+hAB +iAC + jBC + ¢ (Eq. 3)

Onde R: Resposta Experimental;
A, B e C: Variaveis a serem otimizadas;
a: termo independente que corresponde a média dos resultados;
b, ¢, d: coeficiente dos termos lineares;
e, f, g: coeficiente dos termos quadraticos;
h, i, j: coeficiente dos termos de interag&o;

€: erro experimental;

Através da analise da funcdo da superficie de resposta, pode-se ter duas
situacOes: Uma delas, é a funcéo apresentar um maximo ou um minimo (ponto critico),
que sera calculalo concluindo entdo o processo de otimizacgao. A outra é, observar que a
funcdo ndo apresenta um ponto critico e nesse caso, deve-se localizar uma nova regido
experimental de onde um novo planejamento devera ser construido.

Para verificar a existéncia de pontos criticos, deve-se aplicar o critério de
Lagrange, indicando se a ocorréncia desses pontos sao indicados por ponto de maximo,
ponto de minimo ou por ponto de sela. Esse critério baseia-se no calculo do
determinante Hessiano (H) da fungdo que descreve a superficie de resposta, formada

pela matriz simétrica das segundas derivadas parciais da funcéo.



Para uma funcdo quadratica de duas variaveis, tem-se:

o’R  0°R
2
H (A B) = OA 0AOB
(A.B) 0°R  0°R
OBOA  0B?
. - o°R )
Onde: Existe maximoseH (A,B)>0e e <0;
. - 0°R _
Existe minimose H (A,B)>0e — >0;
A

Existe ponto de sela se H (A,B) <0;

J4, para uma funcao quadratica de trés variaveis tem-se:

_ R
OA?

0’R  0°R

A, = a/zx2 aAZaB

0’R  0°R

OBOA  0B?

Ay

0’R  0°R  0°R

0A*>  OAOB 0AOC
0’R  0°R  0°R

OBOA 0B? 0BoC
0’R  9°R  &°R
0COA 0CoB  9°C

Onde: N&o ha nenhuma informacao se: A, = 0;
Existe maximo se A1 <0e A, >0e A3 <0;

Existe minimo se A1>0e A, >0e A3>0;

Existe ponto de sela se nenhuma das situagdes acima for aplicada;

29
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2.7. 0 METODO DO AZUL DE MOLIBDATO PARA EXTRACAO SELETIVA DE
As(V)

O método do azul de molibdato (AOAC 1995 [59]; AFNOR norma NFT 90-023
baseada na 1ISO 6878-1:1986 [60]) se baseia numa reacéo especifica para o As (V), com
aplicacdo em colorimetria por meio da deteccdo espectrofotométrica UV-Visivel, em
virtude da coloragdo azul do complexo heteropolidcido formado apds reducdo,
similarmente como ocorre para o ortofosfato. Como o arsenato e o fosfato apresentam
propriedades quimicas semelhantes, entdo arsenato também pode ser determinado pela
maioria dos métodos usados para determinacéo de (orto)fosfato. [61]

Heteropolidcidos sdo uma classe de acidos constituidos por uma combinacdo
particular de hidrogénio e oxigénio com certos metais ou ndo metais. S&o
frequentemente utilizados como catalisador acido em reacGes quimicas. Para ser
considerado um heteropoliacido, um composto deve conter necessariamente um metal
como tungsténio, molibdénio ou vanadio (denominados metais adendos), oxigénio, um
elemento heteroatomo geralmente pertencente ao bloco p da tabela periddica como
silicio, fosforo ou arsénio além de &atomos de hidrogénio é&cidos. Devido as
possibilidades de existirem diferentes combinacfes de atomos adendos e diferentes
tipos de heterodtomos, existem diversas classes de heteropoliacidos. Dois dos grupos
mais bem conhecidos dentre estes, baseiam-se nas estruturas de Keggin (H\XM1,04) €
de Dawson (H,X,M;30¢,). O complexo de arseno-molibdato enquandra-se dentro das

estruturas de Keggin, conforme mostra a FIGURA 2.11: [62]

FIGURA 2.11 Estrutura genérica para a classificagdo de Keggin, como HzX""M;,04,
emque X=P, Ase M = Mo, W.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Estruturas_de_Keggin&action=edit&redlink=1
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O método colorimétrico de determinacéo de arsenato, baseado na reacdo do azul
de molibdato, geram espécies que absorvem em 700 ou 800 nm de comprimento de
onda, selecionados de acordo com a sensibilidade requerida (FIGURA 2.12). KUMAR
e PANDURANGAPPA. desenvolveram um método sensivel para quantificacdo de
niveis traco de arsénio em amostras bioldgicas e ambientais através desse meétodo
colorimétrico ap0s extragdo por ponto nuvem utilizando Triton X-114 e detecgdo por
espectofotometria UV-vis em 690 nm. Com as condi¢Oes Otimas, o0s autores
conseguiram alcancar um limite de deteccdo de 1,0 pug L™, compreendendo uma faixa

linear de 10 — 200 pg L™, com desvio padrdo relativo de 1,2 %. [63]
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FIGURA 2.12 Espectro de absor¢do do complexo azul de molibdato ap6s extracdo por
ponto nuvem: (A) Branco; (B) Amostra. Extraido de KUMAR e PANDURANGAPPA.
The Scientific World Journal (2012). [63]

Apesar da sensibilidade alcancada, essa forma de deteccdo esta sujeita a varias
interferéncias provenientes de erros sistematicos que podem conduzir a resultados
equivocados. Um sério problema que pode ser apontado, é quando se deseja fazer a
medicdo da absorbancia do complexo azul de molibdato na presenca de fosfato e
silicato. Esses ions sdo potenciais interferentes dessa reacéo, resultando numa coloragéo
mais intensa, podendo prejudicar a qualidade dos brancos analiticos. Esse erro é
solucionado empregando técnicas de espectroscopia atbmica de detec¢cdo como o HG
AAS e 0 GF AAS, que ja apresentam alta seletividade consolidada pela prépria natureza
das tecnicas. Entretanto para a técnica de HG AAS, o sistema em linha para a formagéo
do hidreto volétil de arsénio pode se tornar turbulento com a formacdo de espuma,
devido a presenca do surfactante, comprometendo a deteccdo. Além disso, o efeito da
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pré-concentracdo € anulado pelo consumo de grandes volumes de reagentes,
ocasionando a diluigdo do complexo em um sistema de fluxo continuo.

A técnica GF AAS se mostra ideal para ser utilizada como deteccéo, por ja ser
uma técnica de alta sensibilidade que quando combinada com a extracdo por ponto
nuvem, podem proporcionar limites de deteccdo extremamente baixos.

Diante da seletividade da reacdo do complexo de azul de molibdato para o
As(V), tem-se disponivel uma ferramenta bastante promissora para especia¢do de
arsénio inorganico, discrimando a espécie mais oxidada das demais espécies. Logo, o
desenvolvimento desta metodologia foi realizada em funcéo da espécie As(V) ao invés
da espécie As(l1l). De acordo com a literatura, € bem mais vantajoso trabalhar com a
espécie As(V) em por duas razdes: uma delas é decorrente da alta toxicidade da espécie
As(l11), o que pode expor o analista a condi¢des insalubres; 0 outro motivo é que alguns
processos de tratamento para o As(lll) sdo menos eficientes, se tratando da relativa
mobilidade dessa espécie, e além disso os procedimentos de oxidacdo e 0s reagentes
empregados sd8o mais simples e acessiveis do que os envolvidos nos processos de
reducdo. [64]
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3-0OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver uma metodologia analitica
simples e altamente sensivel para determinacdo de arsénio inorganico em amostras
regionais de arroz, avaliando a disponibilidade deste contaminante nos Varios
beneficiamentos de consumo, consistindo nos seguintes aspectos:

» Estabelecer condicBes Otimas para as variaveis influentes na extracdo das
espécies inorganicas de arsénio por ponto nuvem sem a necessidade de
aquecimento, aprimorando a sensibilidade da técnica de detec¢do por meio de
pré-concentrag&o;

> Estabelecer condi¢bes Otimas de deteccdo espectroatdbmica por meio de
atomizacéo eletrotérmica em forno de grafite, com a obtencdo de um programa
de temperatura eficiente para as amostras tratadas em meio micelar;

» Discriminar os teores de As(V) e As total nas amostras por meio de extracdo
seletiva, e com isso ter-se a especiagdo em funcdo da toxicidade das formas

inorganicas desse contaminante;
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4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1 - EQUIPAMENTOS E PARAMETROS INSTRUMENTAIS

A determinacdo de arsénio foi realizado em um espectrometro de absorcao
atdbmica Varian AA 240Z, equipado com atomizador eletrotérmico em forno de grafite
GTA 120, auto-amostrador acoplado PSD 120, e corretor de radiagdo de fundo néo
especifica (background) por efeito Zeeman. Todas as medidas de leitura, foram obtidas
por meio de absorbancia integrada da area do sinal transiente.

Como fonte de radiagéo, utilizou-se lampada de catodo oco de arsénio Varian
(Part No.: 5610122200; Serial/Lot No.: 12HO796), operando de acordo com as
condicdes recomendas. Tubos de grafite com revestimento pirolitico e com plataforma
de L’vov inserida (Part No.: 63-100037-00; Batch No.: 101816924) foram utilizados
como atomizadores eletrotérmicos. O volume total de amostra injetada foi de 20 pL em
todos os experimentos. Os pardmetros instrumentais seguiram as recomendacdes do
fabricante e sdo apresentadas na TABELA 4.1. O programa de temperatura, também
seguiu conforme o recomendado, com excessdo das temperaturas de pirdlise e
atomizacao. Como gas inerte, utilizou-se argbnio de alta pureza (White Martins, Rio de
Janeiro, Brasil).

Uma centrifuga (Kindly KC5) foi utilizada para facilitar o processo de separacao
das fases. Os valores de pH foram medidos potenciometricamente através de um
pHmetro digital (GEHAKA PG1800, Sao Paulo, Brasil) e para o preparo das amostras,
foi utilizado um banho de ultra-som (Ultra Cleanner 1400, Unique).

TABELA 4.1 Pardmetros instrumentais recomendados pelo fabricante para
determinacédo de As por GF AAS.

Parametro As
Linha de absor¢ao (i) (nm) 193,7
Largura da fenda espectral (nm) 0,5
Corrente da lampada (mA) 10,0
Vazdo de Ar ( mL min™) 300,0

Tempo de integracdo de sinal (s) 5,0
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4.2 - REAGENTES E SOLUCOES

Para o preparo de solugdes e padrdes, foi utilizada &gua deionizada de alta
pureza obtida pelo sistema de purificacdo GEHAKA, Sao Paulo, Brasil. Para o preparo
das amostras, foi utilizada agua ultrapura obtida do sistema de purificacdo Milli-Q
(Millipore, Bedford, USA) de resistividade 18,0 MQ cm. Os frascos plésticos, bem
como todas as vidrarias utilizadas nos experimentos e os “vials” que receberam as
amostras foram previamente descontaminados em banho de HNO; (Merck) 10% wv!
por 24 horas. Posteriormente, os materiais foram lavados varias vezes com agua
deionizada e deixados para serem secos a temperatura ambiente. Foi utilizada também
HNOj3 (Merck) 0,1% vv* como soluco de limpeza do capilar no equipamento entre as
injecBGes das amostras nos tubos atomizadores.

A solucdo padrdo de As(Ill) foi preparada dissolvendo-se a quantidade
apropriada de NaAsO, (Vetec) em 25 mL de NaOH (Synth) 0,18 mol L™ e em seguida
acidificado com HCI (Scharlau) 0,3 mol L™. [9] Este procedimento torna o meio nao-
oxidante, evitando assim a conversdo de As(lll) a As(V). A solucdo padrdo de As (V)
por sua vez, foi preparada dissolvendo-se a quantidade apropriada de AsHNa;0,4.7H,0
(Fluka) em agua. Solugdes padrbes de trabalho foram obtidas por diluicdo a partir da
solucdo estoque de 100 ug L™,

A solucdo de molibdato foi preparada a partir do sal (NH;)sM07024.7H,0
(Vetec) dissolvido em &gua na concentragdo de 0,015 mol L. Solugdes de &cido
ascorbico (Synth) 0,01 mol L™ e de NaCl (Isofar) 0,6% mv™’ foram preparadas
diariamente pela dissolucdo das quantidades apropriadas desses reagentes em éagua, a
fim de serem empregadas como agente redutor do complexo de arseno-molibdato e
como eletrolito, respectivamente.

Solucéo de H,S0,4 1,25 mol L™ foi preparada a partir do reagente P.A (Scharlau)
96,5% em massa, para ajuste do pH do meio. Foi preparada também solugcdo de KMnQO,
(Synth) 1,89x10° mol L™ como agentes oxidante.

Como surfactante foi utilizada solugfes de Triton X-114 (Sigma-Aldrich) em
termos de % m/v, pois apesar de ser liquido, este apresenta alta viscosidade,
dificultando seu preparo por meio de medidas de volume. Para dilui¢do da fase rica, foi
empregada uma solucdo diluente formada por HNO; (Merck) 0,1 mol L™ em metanol

(Fmaia).
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4.3 - MODIFICACAO DOS TUBOS DE GRAFITE

O emprego de modificadores, tem demonstrado importancia significativa na
performance de métodos que envolvem atomizacéo eletrotérmica, sobretudo em relacao
as vantagens que os modificadores permanentes podem apresentar sobre 0s
modificadores quimicos convencionais. Para tanto, foi feito um estudo inicial,
utilizando tubos modificados permanentemente sobre a sensibilidade do arsénio.

Para modificacdo dos tubos de grafite, foram utilizados padrbes para essa
finalidade na concentracdo de 1000 mg L™ dos seguintes modificadores: Paladio
(Fluka), Iridio (Fluka), Rodio (Fluka), Nidbio (Fluka), Titanio (Fluka), Tantalo (Sigma
Aldrich) e Zircénio (Fluka).

Os tubos de grafite foram tratados de acordo com um programa de temperatura
especifico para recobrimento com os modificadores permanentes, sendo tal
procedimento indicado por GIACOMELLI e colaboradores (2002). [65] Este programa
de aquecimento estid retratado na TABELA 4.2. Com esse programa, houve o
revestimento da parede interna e da plataforma do tubo de grafite (FIGURA 4.1) com
cada um desses modificadores. Os resultados obtidos com o estudo destes
modificadores foram comparados com o que foi obtido com o tubo sem nenhuma

modificacéo.

(A) (B) (©

FIGURA 4.1 (A) Tubos de grafite com plataforma de L’vov integrada e temperatura
estabilizada (STPF), (B) Corte transversal e (C) Visao longitudinal.

Em um tubo de grafite com plataforma ja inserido no atomizador, foi injetado
um volume adequado do padrdo do modificador por meio do pipetador automatico do
auto-amostrador do equipamento. Em seguida, esse tubo foi submetido ao programa de
temperatura construido, sendo esse procedimento repetido 20 vezes sucessivamente,
obtendo entdo, um tubo de grafite com deposi¢cdo de 500 pg do modificador. Esse
procedimento foi realizado para obtencdo dos tubos tratados com cada um dos

modificadores citados anteriormente.
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TABELA 4.2 Programa de temperatura utilizado para o tratamento dos tubos de grafite

e da plataforma interna com os modificadores permanentes.

Etapa Temperatura ( °C) Tempo (s) Fluxo de Ar (mL min™)

1 95,0 5,0 300,0
2 120,0 20,0 300,0
3 1000,0 15,0 300,0
4 1000,0 3,5 300,0
5 1000,0 3,0 0,0

6* 2000,0 15 0,0

7* 2000,0 3,0 0,0

8 2000,0 3,0 300,0
9 40,0 20,0 300,0

* Etapas que constituem aquisi¢do do sinal (leitura).
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4.4 - EXTRACAO POR PONTO NUVEM

Os experimentos de extracdo e pré-concentracdo por ponto nuvem foram
realizados em tubos de centrifuga de 15,0 mL, onde o volume final ajustado apds a
adicdo de todos os reagentes foi de 10,0 mL. Nesses tubos, fez-se a adicdo de uma
aliquota de 2,000 mL da soluc&o padrdo de As(V) 100 pg L™ ou da amostra, seguida da
adicdo de 0,400 mL de &cido sulfirico 1,250 mol L™ para ajuste do pH. Em seguida,
adicionou-se 0,566 mL solugdo do complexante molibdato 0,015 mol L™ e de 0,100 mL
da solugdo de acido ascorbico 0,010 mol L™. Os tubos foram agitados por 5,0 minutos
para garantir a formagdo do complexo de arseno-molibdato reduzido (azul de
molibdato), e ap6s o tempo de complexacdo, foram adicionadas 2,000 mL da solucdo do
surfactante Triton X-114 0,300% mv e 0,133 mL do eletrélito NaCl 0,600% mv™ para
inducdo do ponto nuvem sem a necessidade de aguecimento, fazendo uma rapida
agitacdo para homogeneizacao.

A mistura foi levada para centrifugacdo a 3000 rpm (rotagcbes por minuto)
durante 10 minutos para ocorréncia de separacdo das fases e levados para refrigeracao
durante 15 minutos para aumentar a viscosidade da fase rica e facilitar a retirada da fase
aquosa pela inversdo dos tubos. Com o auxilio de uma micropipeta, o restante da fase
aquosa pobre foi cuidadosamente retirada e descartada.

Para diminuir a viscosidade da fase rica com a dissolu¢do das micelas e entdo
possibilitar a injecdo no forno de grafite, a mesma foi diluida com 100 pL da solucéo
diluente de HNO3/MeOH. Com o auxilio de uma micropipeta, o conteudo foi
transferido para os “vials” do auto-amostrador do equipamento, injetadas no tubo
atomizador e submetidos ao programa de temperatura do GF AAS para obtencdo das
leituras de As(V) pré-concentradas nas amostras. As FIGURAS 4.2, 4.3 e 4.4 ilustram

cada uma das etapas realizadas.

FIGURA 4.2 (A) Formagdo do
complexo azul de molibdato. (B)
Adicédo do Triton X-114 e do NaCl
apos a formacdo do complexo. (C)
Apo6s  centrifugacdo, com a
separacao definida das fases rica e
aquosa. (D) Apo6s a adicdo do
diluente e pronto para ser injetado
(A) (B) © (D) no GF AAS.
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FIGURA 4.3 Pipetador automético do equipamento GF AAS recolhendo a amostra
presente nos ‘“vials” do auto-amostrador (Laboratério de Espectroscopia Aplicada —
LEA, I1Q-UFU).

FIGURA 4.4 Injecdo da amostra no atomizador eletrotérmico do forno de grafite
(Laboratério de Espectroscopia Aplicada — LEA, 1Q-UFU).
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A aquisicdo do sinal analitico foi feita por meio de integracdo da area do sinal
transiente, sendo denominada a absorbancia integrada como fator de resposta. Essa
forma de aquisicdo foi empregada preferencialmente em relacdo a altura de pico, uma
vez que esse modo de leitura € menos susceptivel a variacbes nas condicdes de
atomizacdo. Solugcbes em branco, submetidas ao mesmo procedimento foram realizados

em paralelo para corre¢do dos erros experimentais.

4.5 - OTIMIZACAO DA METODOLOGIA

A otimizacdo do método de extracdo e pré-concentracdo de As(V) por ponto
nuvem e deteccdo em forno de grafite As(V)-CPE-GF AAS, consistiu basicamente em
duas etapas: A primeira etapa foi a otimizacdo do sistema de deteccdo pelo forno de
grafite, empregando condices preliminares de extracdo baseada de acordo com as
condigdes reportadas por KUMAR e PANDURANGAPPA (2012), [63] a fim de obter
um programa de temperatura eficiente para o extrato ndo-aquoso contendo As(V) pré-
concentrado. Tal estudo de otimizacdo foi realizado de modo multivariado com
emprego de planejamento fatorial e metodologia de superficie de resposta.

Tendo entdo, otimizada as condigdes de detecgédo, a segunda etapa consistiu na
otimizacdo das variaveis influentes no procedimento de extracdo por ponto nuvem. Esta
etapa foi realizada seguindo primeiramente a otimizacdo univariada do pH, visto que se
trata da varidvel de maior importancia, garantindo assim a formacdo efetiva do
complexo arseno-molibdato. As demais varidveis foram otimizadas de modo
multivariado, empregando também planejamento fatorial e metodologia de superficie de

resposta.

45.1 OTIMIZACAO DO PROGRAMA DE TEMPERATURA

Ap0s a realizagdo do estudo dos modificadores, foi feita uma triagem preliminar
para determinagdo das temperaturas 6timas de pirdlise e atomizacdo, e assim compor
um programa de temperatura ideal para as amostras submetidas a extragdo por ponto
nuvem. O procedimento usado foi o mesmo indicado no item 4.4, utilizando

inicialmente soluc&o padréo de As(V) 20,0 ug L™,
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Como primeira etapa da otimizagdo, foi realizado um planejamento fatorial 2°
completo, onde os fatores que foram investigados foram: temperatura de pir6lise (TP),
temperatura de atomizagdo (TA) e modificador (MOD). Para cada uma dessas variaveis
foram determinados dois niveis distintos (inferior e superior), sendo que para o
modificador, foram selecionados os dois tubos modificados que apresentaram melhor
sensibilidade para composicéo do planejamento. A TABELA 4.3 apresenta a matriz do
planejamento fatorial com niveis experimentais estudados para cada fator. As leituras
foram realizadas aleatoriamente e em triplicata. As respostas obtidas foram tratadas pelo
software Statistica 6.0 (STATSOFT, 2001).

TABELA 4.3 Matriz do planejamento fatorial 2° completo para o programa de

temperatura.
Experimento TP (°C) TA (°C) MOD
1 800 (-1) 2100 (-1) Tubo 1 (-1)
2 1400 (1) 2100 (-1) Tubo 1 (-1)
3 800 (-1) 2400 (1) Tubo 1 (-1)
4 1400 (1) 2400 (1) Tubo 1 (-1)
5 800 (-1) 2100 (-1) Tubo 2 (1)
6 1400 (1) 2100 (-1) Tubo 2 (1)
7 800 (-1) 2400 (1) Tubo 2 (1)
8 1400 (1) 2400 (1) Tubo 2 (1)

Apbs a realizacdo dos experimentos do planejamento fatorial, foram avaliados
os efeitos dos fatores, bem como os efeitos de interacdo entre os mesmos sobre o sinal
de resposta. Diante dos resultados, construiu-se um planejamento composto central
(CCD) para modelar uma superficie de resposta de onde se pode obter as condi¢bes
Otimas das variaveis estudadas.

Como o modificador se trata de variavel qualitativa, ndo sendo possivel que este
seja refinado, foi fixado para os proximos experimentos o tubo modificado que
apresentou o melhor resultado de acordo com o planejamento fatorial. Na sequéncia da
otimizacdo, foi realizado um planejamento composto 2° com cinco réplicas no ponto
central, da qual foram exploradas as temperaturas de pirdlise e atomizacdo. A TABELA
4.4 apresenta a matriz do planejamento composto central, com os niveis estudados para

esses fatores.
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TABELA 4.4 Matriz do planejamento composto 2° com ponto central para otimizacio

multivariada das temperaturas de pirélise e atomizacéo.

Experimento TP (°C) TA (°C)
1 741 (-1) 1850 (-1)
2 741 (-1) 2450 (+1)
3 1341 (1) 1850 (-1)
4 1341 (1) 2450 (+1)
5 617 (-+/2) 2150 (0)
6 1465 (2) 2150 (0)
7 1041 (0) 1726 (-~/2)
8 1041 (0) 2574 (</2)
9 (P.C) 1041 (0) 2150 (0)
10 (P.C) 1041 (0) 2150 (0)
12 (P.C) 1041 (0) 2150 (0)
12 (P.C) 1041 (0) 2150 (0)
13 (P.C) 1041 (0) 2150 (0)

P.C.: Ponto Central

Condic8es preliminares CPE: [H,S04] 0,0875 mol L™; [Molib] 0,9
mmol L™ [HAsc] 0,5 mmol L™*; [Triton X-114] 0,8% mv'! e
[NaCl] 0,0024% mv™.
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452 OTIMIZACAO DA EXTRACAO POR PONTO NUVEM

45.2.1 ESTUDO DO EFEITO DO pH

Para que ocorra a formagdo do complexo hidrofobico heteropoliacido azul de
molibdato, deve-se submeter o meio reacional acidificado necessariamente com &cido
sulfarico. Sem a qual, a extracdo torna-se invidvel, pois sem a formagdo do complexo o
As(V) ndo seria extraido, uma vez que o meio extrator é de natureza organica micelar.

Considerando que o pH exerce alto efeito na eficiéncia de extracdo, sendo esta a
variavel principal, foi realizado um estudo a parte para verificar a influéncia do pH do
meio. Este estudo compreendeu a extracdo de arsenato no intervalo de pH 0,3 — 4,5 de
forma univariada, com intuito de estabelecer um pH 6timo dentro de uma faixa de
concentracdo acida em que a formacdo do complexo é favorecida. Em vista da boa
sensibilidade conseguida ja com a otimizacdo do programa de temperatura, passou a ser
empregado solucéo padrdo de As(V) na concentracdo de 10 pg L™ para os préximos
ensaios de pré-concentracdo, a fim de evitar a saturacdo do sinal de resposta na etapa de

deteccdo.

45.2.2 OTIMIZACAO DO SISTEMA DE PRE-CONCENTRACAO

Apds determinado o programa de temperatura ideal e o pH 6timo da extracdo do
sistema As(V)-CPE-GF AAS, as demais variaveis que influenciam na pré-concentracao
do mesmo tais como, a concentracdo do complexante molibdato, a concentracdo do
redutor acido ascorbico, a concentracdo do surfactante Triton X-114 e a concentracao
do eletrolito NaCl foram otimizadas. Primeiramente, realizou-se uma triagem dessas
variaveis por meio de um planejamento fatorial 2* completo de onde foi possivel
avaliar a significancia dos efeitos de cada variavel bem como das suas interagGes. Foi
realizado também um experimento no ponto central (P.C.) para avaliar se uma relacdo
ndo-linear do modelo empirico apresenta efeito significativo. O procedimento usado foi
0 mesmo descrito no ftem 3.4, utilizando agora solucdo padrdo de As(V) 10 pg L™

A TABELA 4.5 apresenta a matriz do planejamento fatorial com os niveis
experimentais estudados para cada uma dessas variaveis. As leituras foram realizadas
aleatoriamente e em triplicata. Os resultados obtidos foram tratados pelo software
Statistica 6.0.
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TABELA 4.5 Matriz do planejamento fatorial 2* completo para o sistema As(V)-CPE-
GF AAS.

) [Molib] [HAsC] [Triton X-114]  [NaCl]
Experimento 1 1 1 "
(mmol L) (mmol L™) (% mv™) (% mv™)
1 0,405 (-1) 0,250 (-1) 0,060 (-1) 0,024 (-1)
2 3,000 (1) 0,250 (-1) 0,060 (-1) 0,024 (-1)
3 0,405 (-1) 2,000 (1) 0,060 (-1) 0,024 (-1)
4 3,000 (1) 2,000 (1) 0,060 (-1) 0,024 (-1)
5 0,405 (-1) 0,250 (-1) 0,120 (1) 0,024 (-1)
6 3,000 (1) 0,250 (-1) 0,120 (1) 0,024 (-1)
7 0,405 (-1) 2,000 (1) 0,120 (1) 0,024 (-1)
8 3,000 (1) 2,000 (1) 0,120 (1) 0,024 (-1)
9 0,405 (-1) 0,250 (-1) 0,060 (-1) 0,120 (1)
10 3,000 (1) 0,250 (-1) 0,060 (-1) 0,120 (1)
11 0,405 (-1) 2,000 (1) 0,060 (-1) 0,120 (1)
12 3,000 (1) 2,000 (1) 0,060 (-1) 0,120 (1)
13 0,405 (-1) 0,250 (-1) 0,120 (1) 0,120 (1)
14 3,000 (1) 0,250 (-1) 0,120 (1) 0,120 (1)
15 0,405 (-1) 2,000 (1) 0,120 (1) 0,120 (1)
16 3,000 (1) 2,000 (1) 0,120 (1) 0,120 (1)
17 (P.C)) 1,700 (0) 1,120 (0) 0,090 (0) 0,072 (0)

Diante dos resultados encontrados, as varidveis que apresentaram efeitos
principais e interacdes significativas, foram selecionadas para serem exploradas por
meio de planejamento composto central. Este planejamento CCD permite a construcao
de uma superficie de reposta de acordo com um modelo ndo-linear, que quando se
aplica o critério de Lagrange, obtem-se os valores criticos das variaveis que nesse caso
informam as condic¢des de maximizacéo do sinal de resposta.

A TABELA 4.6 apresenta a matriz do planejamento composto 2° com cinco
réplicas no ponto central, com 0s niveis experimentais estudados para as variaveis
selecionadas. As leituras foram realizadas aleatoriamente e em triplicata. Os resultados

obtidos foram tratados pelo software Statistica 6.0.
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TABELA 4.6 Matriz do planejamento composto 2° com ponto central para otimizacio
multivariada do sistema As(V)-CPE-GF AAS.

_ [Molib] [HAsC] [NaCl]
Experimento 1 1 N
(mmol L) (mmol L) (% mv™)
1 0,4000 (-1) 0,0500 (-1) 0,0045 (-1)
2 0,4000 (-1) 0,0500 (-1) 0,0130 (1)
3 0,4000 (-1) 0,1500 (1) 0,0045 (-1)
4 0,4000 (-1) 0,1500 (1) 0,0130 (1)
5 1,2000 (1) 0,0500 (-1) 0,0045 (-1)
6 1,2000 (1) 0,0500 (-1) 0,0130 (1)
7 1,2000 (1) 0,1500 (1) 0,0045 (-1)
8 1,2000 (1) 0,1500 (1) 0,0130 (1)
9 0,1300 (-1,68) 0,1000 (0) 0,0090 (0)
10 1,5000 (1,68) 0,1000 (0) 0,0090 (0)
11 0,8000 (0) 0,0160 (-1,68) 0,0090 (0)
12 0,8000 (0) 0,18000 (1,68) 0,0090 (0)
13 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0018 (-1,68)
14 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0160 (1,68)
15 (P.C)) 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0090 (0)
16 (P.C)) 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0090 (0)
17 (P.C)) 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0090 (0)
18 (P.C)) 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0090 (0)
19 (P.C)) 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0090 (0)

4.6 - TESTE DE INTERFERENTES

O estudo de ions interferentes foi realizado com a finalidade de verificar a

seletividade do método proposto sobre a determinagdo de As(V). Os ions concomitantes

fostato, silicato, nitrato, fluoreto, potassio e selénio total, foram selecionados de acordo

com as substancias presentes na composic¢do das amostras de arroz, conforme indicado

na TABELA 2.1 no item 2.2 da revisao bibliografica. O ion tartarato foi incluido como

concomitante, uma vez que o acido tartarico pode promover interferéncia, mascarando a

acdo de uma possivel formacdo do complexo azul de molibdato com o fostato ou com a

silica, que também sdo elementos que dao teste positivo para o complexo. [63]
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Tradicionalmente, o estudo de ions interferentes é realizado de forma univariada,
adicionando a solucdo de trabalho uma concentracdo conhecida de apenas um ion de
cada vez, ou entdo ir aumentando gradativamente a concentracdo desse ion
concomitante até o limite de tolerancia, que é onde se obtém o decréscimo da
intensidade do sinal analitico em uma porcentagem definida como acao de interferéncia.

Este tipo de estudo requer um longo tempo, ndo sendo possivel obter
informacdes das interacBes dos efeitos entre os ions, aléem de ndo representar uma
situacdo real na qual uma amostra pode conter simultaneamente varios ions. [66] Por
esse motivo, foi realizado neste trabalho o estudo de interferentes de forma
multivariada, baseado num planejamento fatorial fracionario 2 de resolugdo IV,
resultando num total de 16 experimentos. A composicao do planejamento bem como os
niveis selecionados para cada ion (indicando a presenca ou a auséncia do ion
concomitante) estdo definidos na TABELA 4.7.

TABELA 4.7 Niveis e fatores utilizados para avaliacdo dos ions concomitantes

selecionados para composicao do planejamento fatorial fracionario.

Interferente (Fator) Nivel (-1) (ug L™ Nivel (1) (ug L)
Fosfato 0,0 5000,0
Silicato 0,0 5000,0
Nitrato 0,0 5000,0
Fluoreto 0,0 5000,0

Tartarato 0,0 5000,0
Potassio 0,0 5000,0
Selénio 0,0 5000,0

4.7 - ESTUDO DA SELETIVIDADE DO METODO

A fim de testar a seletividade do método proposto, foram realizados alguns
experimentos de deteccdo de ambas as formas inorganicas de arsénio com introducgéo
direta das solucGes padrdoes de As(Ill) e As(V) preparadas separadamente e
simultamente nas concentracdes finais de 10,0 e 20,0 ug L™. Foram realizadas também
a detecgdo das espécies apds procedimento de extracdo e pre-concentragcdo por ponto
nuvem, sobre as mesmas condicdes, também nas concentracdes 1,0 e 5,0 ug L™ bem

como a deteccdo da espécie As(l11) apds etapa de oxidacdo com KMnQO,.
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4.8 - FIGURAS DE MERITO

Ja definidas as melhores condicdes que afetam a deteccdo (programa de
temperatura do GF AAS) e a pré-concentracdo de As(V) mediante extracdo por ponto
nuvem, foram estabelecidos alguns parametros afim de avaliar o desempenho analitico
do método proposto, tais como a faixa linear de trabalho, limite de deteccdo, limite de
quantificacéo, fator de enriquecimento, precisao intra e inter-ensaio e exatidao.

A precisao foi avaliada como desvio padrao relativo (DPR / %), sendo estimados
em 10 ensaios realizados sequencialmente no mesmo dia (precisao intra-ensaio) e em
cinco dias diferentes (precisdo inter-ensaio). Os limites de detecgdo (LD) e
quantificacdo (LQ) foram calculados respectivamente como 3 vezes e 10 vezes o desvio
padrdo dos brancos, divididos pelo coeficiente angular (inclinacdo) da curva de
calibracdo pré-concentrada obtida com o sistema As(V)-CPE-GF AAS. Foram
realizados para tanto, 10 medidas de solu¢Ges em branco submetidas a metodologia.

O fator de enriquecimento foi obtido pela razdo dos coeficientes angulares das
curvas obtidas com e sem o sistema de extracdo por ponto nuvem, afim de estimar a
eficiéncia da pré-concentracao, sendo essa ultima obtida pela analise direta da solugédo
de As(V) no GF AAS sem etapa de extracdo / pré-concentracao.

A exatiddo foi avaliada com os resultados obtidos das amostras de arroz
analisadas por meio da adicdo e recuperacdo de As(V) em dois niveis de fortificacdo:
5,0e10,0 ug L™

4.9 — PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de arroz foram obtidas diretamente da casa cerealista de
processamento e beneficiamento situada na cidade de Cataldo-GO. As amostras de arroz
sdo de procedéncia de cultivo regional e foram classificadas de acordo com a sua forma
de beneficiamento de consumo: arroz branco, arroz integral e arroz parboilizado.

Todas as amostras foram trituradas em um liquidificador de uso industrial
(Bermar), homogeneizadas e peneiradas por meio de malhas para obtencdo de um
material particulado com granulometria < 250 pum. As amostras foram entdo

armazenadas em dessecador antes do procedimento de digestdo e extracao.
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Foram pesados 0,1 g da amostra finamente divida em um frasco plastico de
fundo conico (Corning), no qual foram adicionados 10 mL de HNO;s; 0,5 mol L*
(Merck) e submetidas a sonicacdo por meio de um banho de ultra-som durante 136
minutos para extrair as espécies de arsénio que provavelmente podem estar presentes
nas amostras. Tal procedimento foi realizado de acordo com as condicdes reportadas
por PAULA et. al. [67]

Apos a sonicacdo, o sobrenadante foi recolhido e submetido ao procedimento de
pré-concentracdo por ponto nuvem e levado para deteccdo por GF AAS para a
quantificacdo da espécie As(V), segundo as condicdes da metodologia de extracdo
seletiva As(V)-CPE-GF AAS aqui otimizadas. Com a finalidade de especiagéo, o
sobrenadante da amostra digerida por sonicacdo também foi submetido a uma etapa
prévia de oxidacdo para determinacdo de arsénio total, seguida da extracdo por ponto
nuvem e a quantificacdo das demais espécies de As (spAs) foi determinada

indiretamente por diferenca, segundo item descrito a seguir.

410 — PROCEDIMENTO DE ESPECIACAO DE As INORGANICO

A discriminacgdo dos teores de arsénio inorganico quanto as formas de oxidagdo
e da natureza das demais espécies, foi baseada primeiramente na extracdo seletiva de
As(V) como dito anteriormente. A determinacéo de arsénio total As; = [ spAs + As(V)]
foi obtida mediante uma etapa de pré-oxidacdo do contetdo sobrenadante, para entdo
proceder a metodologia As(V)-CPE-GF AAS. Tendo obtido ambos os resultados, a
determinacéo total das demais espécies pode entdo ser calculada pela diferenca [As{] —
[As(V)].

O procedimento da etapa de pré-oxidacgdo foi conforme as condicdes reportadas
por LENOBLE e colaboradores (2003), [61] que estudaram o efeito dos agentes
oxidantes H,0,, NaOCI, FeCl; e KMnQO, sobre a eficiéncia de conversao de As(lll) a
As(V), sendo este ultimo detectado espectrofotometricamente por meio da reacdo
colorimétrica azul de molidato, do qual também é baseada para as condic¢des de extracao
de arsenato no presente trabalho. Dentre essas substancias, o KMnO, foi o que
apresentou melhores resultados e maiores vantagens sobre os demais agentes oxidantes,

uma vez que sua agdo oxidante é pouco dependente do pH, além de ndo seguir uma
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razdo estequiométrica especifica, isto €, um excesso de KMnQO4 ndo compromete a
oxidagdo completa de arsenito para arsenato. [61,68]

Para tanto, uma aliquota do sobrenadante ap0s extracao ultrassénica foi colocado
nos tubos seguida pela adicdo de uma solucdo de KMnO, 8,0x10°® mol L™ . A mistura
foi agitada por 30 minutos para garantir uma completa oxidacdo, e logo ap6s foi
submetida ao prodecimento de extracdo/pré-concentracdo para determinacdo de arsénio
inorganico total. Com isso, obteve-se a especiacdo das formas As(lll) e A(V) nas
amostras de arroz analisadas.

A sequéncia experimental do procedimento de preparo das amostras bem como

do estudo de especiagéo estdo ilustradas no fluxograma (FIGURA 4.5).

Moagem
4 N
Homogeneizagdo
(Granulometria <
0,25mm)
\. J
4 “
Armazenagem em
Dessecador
\ J
0,1 g da amostra Sonicacao por
finamente 136 min
dividida ( R d
N eserva do As(V)-CPE-GF AAS
10,0 mL de HNO; Extracdo das Sobrenadante
’0 5 mol L™ espécies de Asi
Oxidagao de
As(II) para As(V)
com KMnOy4

8.0x10® mol L™!

FIGURA 4.5 Fluxograma das etapas de preparo das amostras de arroz para extracao,
pré-concentragdo e especiacao de arsénio inorganico.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 — ESTUDO DOS MODIFICADORES E OTIMIZACAO DO PROGRAMA DE
TEMPERATURA

Foi realizado um estudo preliminar de cada modificador disponivel, buscando as
melhores condicdes de detectabilidade para 0 mesmo, a fim de determinar as condi¢fes
Otimas na deteccdo As(V) por GF AAS em meio ndo-aquoso apds extracdo por ponto
nuvem, e assim desenvolver um programa de temperatura eficiente. Os dois melhores
resultados foram obtidos com os tubos tratados permanentemente com os modificadores
iridio e nidbio, sendo estes entdo selecionados para os estudos de triagem no
planejamento fatorial para determinacdo das temperaturas Otimas de pirdlise e
atomizacao nessas condicdes.

Para uma avaliagdo qualitativa do desempenho desses modificadores sobre a
detectabilidade de As(V), foi apresentado nas FIGURAS 5.1 e 5.2, 0s sinais transientes
de As(V) pré-concentrado obtidos respectivamente para os modificadores iridio e
nidbio:
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FIGURA 5.1 Sinal transiente atdmico (---) e de fundo () para o As(V) 10 ug L™ apés
extragcdo por ponto nuvem empregando iridio como modificador permanente.
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FIGURA 5.2 Sinal transiente atdmico (---) e de fundo () para o As(V) 10 ug L™ apés
extracdo por ponto nuvem empregando niébio como modificador permanente.

Os sinais transientes apontam para um melhor desempenho do modificador de
iridio em relagdo ao nidbio, conseguindo aprimorar consideravelmente a sensibilidade
de deteccdo, em uma resposta compativel com As(V) pré-concentrado em um meio
extrator ndo-aquoso. Entretanto, por essa razdo, o sinal de fundo observado foi
ligeiramente maior quando comparada com a a¢do do nidbio no pico de leitura. A acao
de ambos os modificadores, conseguiu reduzir drasticamente o efeito da radiacdo de
fundo em comparagdo com um experimento realizado utilizando um tubo atomizador
sem nenhuma modificacdo. Como se trata de um meio rico em surfactante, o emprego
de modificadores torna-se crucial para que o sinal analitico seja predominante sobre o
sinal de fundo, possibilitando uma melhora da relagéo sinal/ruido. Tais caracteristicas
puderam ser observadas com ambos modificadores.

Depois de selecionados os tubos modificados com iridio e com nidbio para a
proxima etapa, que consiste na otimizacdo multivariada do programa de temperatura,
procedeu-se a execucdo do planejamento fatorial 2° completo, nas variacdes das
temperaturas de pirolise e atomizagdo. Com isso, consegue-se estimar as melhores
condigbes experimentais que encaminham para a melhoria da sensibilidade. Os

resultados obtidos estdo apresentados na TABELA 5.1.
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TABELA 5.1 Resultados do planejamento fatorial 2° completo para o programa de

temperatura (n = 3).

Experimento Te”ﬁpef‘atu ra Temp-erat~ura de Modificador Absorbéncia.
de Pirdlise (°C)  Atomizacéo (°C) Integrada Média
1 800 (-1) 2100 (-1) Ir (-1) 0,1139
2 1400 (1) 2100 (-1) Ir (-1) 0,0830
3 800 (-1) 2400 (1) Ir (-1) 0,1164
4 1400 (1) 2400 (1) Ir (-1) 0,0750
5 800 (-1) 2100 (-1) Nb (1) 0,0822
6 1400 (1) 2100 (-1) Nb (1) 0,0634
7 800 (-1) 2400 (1) Nb (1) 0,0937
8 1400 (1) 2400 (1) Nb (1) 0,0703

A partir desses resultados, o efeito das variaveis e das suas interacdes puderam

ser representadas por meio do gréafico de Pareto, conforme mostra a FIGURA 5.3:
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FIGURA 5.3 Gréfico de Pareto obtido a partir do planejamento fatorial 2° completo
para o programa de temperatura.
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De acordo com o grafico de Pareto, pode-se observar que todos os efeitos
principais foram significativos ao nivel de 95% de confianca, exercendo grande
influéncia na sensibilidade de deteccdo. Além disso, o gréfico de Pareto indica que
todos os efeitos de interacdo, inclusive a interacdo de 3% ordem também foram
significativos, mostrando que um processo de otimizacdo univariada ndo seria adequada
para ser aplicada no desenvolvimento dessa metodologia. Essa é uma das informacdes
mais importantes que podem ser exploradas em técnicas multivariadas de otimizagdo,
como no caso do planejamento fatorial.

A temperatura de pirdlise foi a variavel que apresentou maior efeito
significativo, indicando por meio do sinal negativo do efeito que o sinal analitico é
favorecido no nivel de menor temperatura. O modificador também apresentou grande
efeito significativo, mostrando que a contribuicdo para o aumento de sinal ocorre
também no nivel inferior. Como o iridio foi representado pelo nivel inferior, este foi o
modificador que apresentou melhor resposta e foi fixado no desenvolvimento dos
experimentos das proximas etapas deste trabalho.

Temperatura de atomizacdo mais alta foi indicada para aumento de sinal,
entretanto o efeito da interacdo entre as temperaturas de pirdlise (TP) e atomizacao (TA)
foi mais significativa do que o seu efeito principal propriamente dito. A interacdo
TPXTA apresentou efeito negativo, mostrando que quando TP e TA passam do nivel
inferior para o nivel superior, houve queda do sinal analitico. Como o efeito principal da
TP foi predominantemente significativa sobre TA, esta deve ser mantida fixa no nivel
indicado pelo gréfico de Pareto (800° C), e que a maior TA provavelmente pode ter sido
responsavel pela diminui¢do da intensidade do sinal. Logo menores temperaturas de
atomizacdo, no caso mais proximas de 2100°C, sdo indicadas.

Depois de selecionado o tubo modificado permanentemente com iridio, a
proxima etapa consistiu na otimizagédo das temperaturas de pirélise e atomizacdo. Tendo
ja estabelecido o encaminhamento de quais condigdes devem ser exploradas para essas
variaveis com base no grafico de Pareto, foi executado um planejamento composto
central (CCD) a fim de alcancar as condi¢Ges Otimas por meio da construcdo da
superficie de resposta. Os resultados obtidos do CCD para otimizacéo de TP e TA, estdo
apresentadas na TABELA 5.2:
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TABELA 5.2 Resultados do planejamento composto central para otimizacdo das
temperaturas de pirélise e atomizacao (n = 3).

Absorbancia Integrada

Experimento TP (°C) TA(C) Média
1 741 (-1) 1850 (-1) 0,6284

2 741 (-1) 2450 (+1) 0,8006

3 1341 (1) 1850 (-1) 1,0155

4 1341 (1) 2450 (+1) 0,8371

5 617 (-4/2) 2150 (0) 1,0862

6 1465 (7/2) 2150 (0) 1,0402
1041 (0) 1726 (-/2) 0,5252

8 1041 (0) 2574 (7/2) 0,7625

9 (P.C) 1041 (0) 2150 (0) 1,1626
10 (P.C) 1041 (0) 2150 (0) 1,1914
12 (P.C.) 1041 (0) 2150 (0) 1,1634
12 (P.C) 1041 (0) 2150 (0) 1,1742
13 (P.C) 1041 (0) 2150 (0) 1,1466

A superficie de resposta obtida com esse CCD, esta ilustrada na FIGURA 5.4:

g B, BENRROSEN

coooo-~
N RO

-0,2

FIGURA 5.4 Superficie de resposta TP x TA x ABS. integrada obtido pelo CCD.
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Os resultados foram tratados por meio da Anéalise de Variancia (ANOVA)
admitindo um nivel de confianca de 95%, sendo que o modelo de regressdo quadréatica
ofereceu bom ajuste com porcentagem explicada de 93%.

A funcéo polinomial que rege este modelo, estd mostrada na equacao 4 abaixo:

Abs = -16,0674 + 0,0036 (Tp) - 0,00000067 (Tp)? + 0,0141 (Ta) -0,000003 (Ta)? -
0,000001(Te)(TA) (Eq. 4)

Aplicando-se o critério de Lagrange, o ponto critico foi encontrado informando
consequentemente as temperaturas Otimas de pirélise e atomizacdo. Com isso um
programa de temperatura eficiente para deteccdo de As(V) ap0Os extracdo por ponto

nuvem pode ser construido, sendo apresentado na TABELA 5.3:

TABELA 5.3 Programa de temperatura otimizado para determinacéo de As(V) por GF

AAS ap0s extracdo por ponto nuvem, utilizando iridio como modificador permanente.

Fluxo Argonio
Etapa Temperatura (°C) Tempo (s)

(L min™)
Secagem 1 85 50 0,3
Secagem 2 95 40,0 0,3
Secagem 3 120 10,0 0,3
Pirdlise 1148 8,0 0,3
Atomizacéo 2155 2,6 0,0
Limpeza 2600 2,0 0,3

Com as condigdes 6timas de deteccdo ja determinadas, foi realizado entao a
otimizagdo das condicOes de extragdo por ponto nuvem do sistema As(V)-CPE-GF
AAS.
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5.2 - OTIMIZACAO DO SISTEMA DE EXTRACAO E PRE-CONCENTRACAO

5.2.1. ESTUDO DO EFEITO DO pH

Considerando o pH como a variavel principal, responsavel pela formagéo efetiva
do complexo azul de molibdato, foi realizado o estudo univariado para determinagéo do
melhor pH na extracdo de As(V) dentro de uma faixa favoravel de pH é&cido. A
FIGURA 5.5 apresenta o resultado do efeito do pH.
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FIGURA 5.5 Estudo do efeito do pH sobre a extracdo de As(V) por ponto nuvem (n =

3).

Os resultados apontam para um méaximo de absorbancia em pH 1,0, sendo este
valor considerado como pH 6timo. A reacdo do azul de molibdato, é caracterizada
primeiramente pela formacdo do heteropoliacido 12-molibdoarsénico (H3AsMo01204),
sendo este entdo reduzido em seguida pela acdo do acido ascorbico para finalmente
formar o complexo azul de molibdato propriamente dito (do qual é extraido). Esse

processo ocorrre necessariamente em meio acido, baseada na equacdo 5 abaixo [69]:

H3AsO, + 12(M003) — H3ASM01,049 + HAsc — Azul de molibdato (Eq 5)
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Em um meio fortemente acido (pH < 1,0) o complexo tem baixa estabilidade
devido a formacdo paralela de um precipitado [61]. O efeito que o pH exerce sobre a
extracdo de As(V) estd diretamente relacionado a distribuicdo das formas quimicas
dessa espécie, conforme é apresentado na FIGURA 5.6.
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FIGURA 5.6 Diagrama de distribuicdo das espécies de As(V) em funcdo do pH.
(Extraido de LEHMANN, E.L., et. al. Talanta, 104 , 2013, 187-192)

A equacdo 4 mostra que a espécie reativa do As(V) € a espécie eletricamente
neutra H3AsO,4 e esta ocorre predominantemente em pH baixo, com uma fracdo de
cerca de aproximadamente 95% em pH 1,0. Logo esse pH oferece uma condigéo
reacional ideal para a a ocorréncia da formacdo do complexo. Como naturalmente, o sal

do arsenato encontra-se ionizado em meio aquoso, a equacao 6 descreve a reacao idnica
para uma melhor compreensao do efeito do pH. [70]

AsO,* + 12M00,> + 3NH," + 24H" — (NH4)3[As(M0O4)] + 12H,0 (Eq. 6)

De acordo com o principio de Le Chatelier, quando se aumenta o pH tem-se o
deslocamento do equilibrio da reacdo no sentindo de favorecer os reagentes,
comprometendo assim a formagdo do complexo. Com isso, tem-se também o
surgimento das demais espécies, das quais iriam promover a formagdo de um complexo

ibnico como produto final, impossibilitado de ser extraido por ponto nuvem. Enguanto
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ocorre a desprotonacdo com o aumento do pH, a fracdo da espécie H3AsO, vai
diminuindo gradativamente, por essa razdo tem-se a diminuicdo continua do sinal

analitico até pH 4,5.

5.2.2. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO POR PONTO NUVEM

Assim como o pH é importante para a formacgdo do complexo, para o sucesso do
procedimento de extragdo por ponto nuvem, é muito importante garantir que a
concentracdo do agente complexante seja suficiente, contando também com a acédo
conjunta do agente redutor para que nesse caso, ocorra a formacdo quantitativa do
complexo reduzido. E importante assegurar também a eficiéncia da pré-concentragéo
com um volume de fase rica favoravel, que aliada com a vantagem de poder induzir o
ponto nuvem em condigdes mais simples, torna-se uma poderosa ferramenta altamente
sensivel e econbmica que pode ser aplicada em rotina nos laboratorios. Para isso, foi
feita a otimizacdo das concentracGes do agente complexante molibdato, do redutor do
complexo acido ascorbico, do surfactante Triton X-114 e do eletrélito NaCl.

Para tanto, foi escolhido o surfactante Triton X-114 como meio extrator, uma
vez que apresenta baixa temperatura de ponto nuvem, baixo custo, facilidade de
manipulacdo, sendo extensamente empregado em Varios sistemas analiticos com a
finalidade de melhorar a sensibilidade e a seletividade, como por exemplo a extracédo e
a pré-concentracdo de ions metélicos. O estudo da concentracdo do surfactante é
necessario porque este precisa estar acima da concentracdo micelar critica (CMC) e em
quantidade suficiente para que ocorra uma extracdo quantitativa do complexo formado.
Geralmente, os procedimentos de extragdo que empregam Triton X-114 requerem uma
etapa de aquecimento para atingir o ponto nuvem, que é conduzido em banho maria ou
em uma chapa de aquecimento.

O ponto nuvem de solugbes micelares pode ser alterado pela adi¢do de sais,
alcoois, outros surfactantes de carater ibnico bem como algumas substancias organicas
ou inorgénicas que provoguem o aumento ou a diminuicdo da solubilidade da fase
micelar em &gua. Sabe-se por exemplo, que a adi¢do de certos eletrolitos aumentam ou
diminuem o ponto nuvem dos surfactantes, principalmente se tratando dos surfactantes
ndo i6nicos como o Triton X-114. Esses efeitos, conhecidos respectivamente como

“salting-in” e “salting-out” podem ser usados para estimular a indu¢do do ponto nuvem
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em temperatura ambiente, podendo eliminar a etapa de aquecimento tornando o
procedimento ainda mais simples.

ULUSOY e colaboradores (2011) investigaram o efeito da forca i6nica sobre a
extracdo de arsénio com a adicdo dos sais NaCl, Na,SO, e NasPO, e deteccdo por
geracdo de hidretos em fluxo continuo apds extracdo por ponto nuvem. Foi verificado
melhores resultados com NaCl 0,24% m/v em meio de Triton X-114 0,03% v/v. [71]

NASCENTES e ARRUDA (2003) empregaram um meio micelar misto de
Triton X-100 e dodecilsulfato de sddio (SDS) para separar e pré-concentrar cobalto em
amostras de medicamentos e determinacdo por FAAS. Eles estudaram a composicédo do
meio micelar bem como a influéncia do NaCl e do HCI sobre o ponto nuvem,
observando que os ambientes micelares mistos apresentam propriedades diferentes das
solucdes puras dos surfactantes que os formam em relacdo ao ponto nuvem. [72]

Com relacdo ao método do azul de molibdato, ha indicios na literatura [63] de
que o complexo reduzido pode apresentar maior carater hidrofébico, contribuindo para
o favorecimento da extracdo por ponto nuvem. Logo, a concentracdo do agente redutor
acido ascorbico também foi estudada, uma vez que pode levar a um aumento do
coeficiente de particdo do complexo, obtendo assim altos fatores de pré-concentracao.

Com base no que foi exposto acima, avaliando as melhores condigcdes a serem
empregadas na extracdo de As(V) por ponto nuvem, foi realizado um planejamento
fatorial 2* completo em funcdo das varidveis citadas anteriormente, dos quais os
resultados sdo apresentados na TABELA 5.4. Para avaliar o grau de significancia, tais
resultados foram tratados mediante ANOVA admitindo-se um nivel de confianca de
95%.
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TABELA 5.4 Resultados do planejamento fatorial 2* completo para extracdo de As(V)

por ponto nuvem (n = 3).

Absorbancia

Experimento [Molib]_l [HASC]_l [Triton X-jl4] [NaCI_] Integrada
(mmol L)  (mmol L™ (Yo mv™) (% mv™

Média

1 0,405(-1) 0250 (-1)  0,060(-1) 0,024 (-1) _ 0.1008

2 3,000(1) 0250(-1)  0060(-1) 0,024(-1)  0,5590

3 0,405(-1)  2,000(1)  0060(-1) 0024 (-1)  0,1432

4 3,000 (1)  2,000(1)  0060(1) 0024(1) 05241

5 0,405(-1)  0250(-1)  0,120(1) 0024 (-1) 00901

6 3000(1) 0250(-1)  0120(1) 0,024 (-1) 05156

7 0,405(-1)  2,000(1)  0,120(1) 0024(-1) 0,516

8 3,000(1)  2000(1)  0120(1) 0024(-1) 04324

9 0,405(-1)  0250(-1) 0,060 (-1) 0,120(1)  0,0794

10 3000(1) 0250(-1)  0060(-1) 0120(1)  0,4654

11 0,405(-1)  2,000(1)  0060(-1) 0120(1)  0,1987

12 3,000 (1)  2,000(1)  0060(1) 0120(1)  0,3624

13 0,405(-1)  0250(-1)  0120(1) 0120(1)  0,0667

14 3,000(1) 0250(-1)  0120(1) 0120(1) 04122

15 0,405(-1)  2,000(1)  0120(1) 0120(1)  0,0763

16 3000(1)  2000(1)  0120(1) 0120(1) 04279

17 (P.C)) 1,700(0)  1,120(0) 0,090 (0) 0,072 (0) 04581

Diante das respostas obtidas, foi construido o grafico de Pareto mostrado na FIGURA

5.7.
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FIGURA 5.7 Gréfico de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial 2* completo
para o sistema As(V)-CPE-GF AAS.

A concentracdo de molibdato foi a variavel que apresentou maior efeito
significativo sobre a extracdo de As(V), indicando que melhores resultados sdo obtidos
com a maior concentracdo do agente complexante. Essa informacdo esta de acordo com
a necessidade de uma concentracdo suficiente do complexante para uma formagéo
quantitativa do complexo. E importante ressaltar ainda que a concentracdo do
complexante respeite a razdo estequiométrica da reacdo, evitando que essa quantidade
ndo esteja em grande excesso, uma vez que os ligantes molibdato que néo se ligarem ao
As(V) poderdo complexar outros ions, como os ions fosfato, que séo interferentes desta
a reacdo e assim competir com o complexo arseno-molibdato durante a extragéo.

O Grafico de Pareto mostra mais uma vez a viabilidade da técnica de otimizacao
multivariada pela ocorréncia de interacdes significativas, que devem ser levadas em
consideracdo caso apresente efeito de maior magnitude do que os efeitos principais das
variaveis separadas. E o que acontece com a interagdo entre o complexante molibdato e
0 4&cido ascorbico. A concentracdo do redutor acido ascorbico isoladamente néo

apresentou efeito significativo, logo a sua acdo ndo representa uma contribuicdo
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relevante para a extracdo. Entretanto sua relacdo com os ions molibdato mostra uma
forte influéncia com efeito negativo, mostrando que na verdade menores concentragdes
do agente redutor podem ser mais favoraveis para o método.

Utilizou-se NaCl como eletrdlito a fim de induzir o ponto nuvem sem a
necessidade de aquecimento. Quando se adiciona NaCl, tem-se o efeito dos ions cloreto
por meio do fendmeno “salting-out” que promove a desidratacio das cadeias
hidrocarbonicas do surfactante, e consequentemente maior favorecimento da interacdo
micela-micela, diminuindo a temperatura do ponto nuvem. Conforme mostra o grafico
de Pareto, esta variavel também foi significativa, indicando que a forca idnica do meio
também exerce influéncia sobre a extracdo de As(V), e que esta € melhor em menor
concentracdo do eletrolito. Altas concentracGes de NaCl podem provocar alteragGes na
carga superficial das micelas normais desestabilizando o seu arranjo auto-
organizacional comprometendo a extracao.

A concentragdo do surfactante Triton X-114 foi a variavel que apresentou menor
efeito significativo e pode ser estudado isoladamente uma vez que sua interagdo com as
demais variaveis nao foram significativas. O efeito negativo representa o favorecimento
da extracdo em menor concentracdo do surfactante, o que estd em concordancia com o
fato de que a concentracdo do surfactante é diretamente proporcional ao volume de fase
rica formada. Em altas concentracdes de surfactante, ocorre o decréscimo de sinal, uma
vez que ha também o aumento do volume da fase rica fazendo com o que o complexo
de As(V) esteja distribuido em um volume maior, resultando consequentemente na
diminuicdo do fator de pré-concentracdo. Apesar do grafico de Pareto sugerir menores
concentracdes do Triton X-114, optou-se por manter fixo a sua concentracdo em 0,06%
mv™ para os proximos experimentos, uma vez que empregando concentracdes ainda
mais baixas do surfactante, tem-se o risco de ndo formar uma fase rica com um volume
satisfatorio para promover a extracao.

Logo para a otimizagdo completa das concentragdo do complexante molibdato,
do agente redutor acido ascérbico e do eletrélito NaCl, estes foram levados para serem
exploradas no planejamento composto 23 com ponto central (CCD) por meio da
metodologia da superficie de resposta (RSM). Os resultados obtidos com o CCD estéo
apresentados na TABELA 5.5.
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TABELA 5.5 Resultados do planejamento composto 2° com ponto central para

otimizacdo da extracdo de As(V) por ponto nuvem (n = 3).

_ [Molib] [HAsC] [NaCl] Absorbéancia
Experimento 1 1 1 o
(mmol L™) (mmol L™) (% mv™) Integrada Média
1 0,4000 (-1) 0,0500 (-1) 0,0045 (-1) 0,7662
2 0,4000 (-1) 0,0500 (-1) 0,0130 (1) 0,7814
3 0,4000 (-1) 0,1500 (1) 0,0045 (-1) 0,8242
4 0,4000 (-1) 0,1500 (1) 0,0130 (1) 0,8123
5 1,2000 (1) 0,0500 (-1) 0,0045 (-1) 0,9464
6 1,2000 (1) 0,0500 (-1) 0,0130 (1) 0,9189
7 1,2000 (1) 0,1500 (1) 0,0045 (-1) 0,8660
8 1,2000 (1) 0,1500 (1) 0,0130 (1) 0,8582
9 0,1300 (-1,68) 0,1000 (0) 0,0090 (0) 0,5236
10 1,5000 (1,68) 0,1000 (0) 0,0090 (0) 0,9096
11 0,8000 (0) 0,0160 (-1,68) 0,0090 (0) 0,9369
12 0,8000 (0) 0,1800 (1,68) 0,0090 (0) 0,9291
13 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0018 (-1,68) 0,8975
14 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0160 (1,68) 0,9045
15 (P.C)) 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0090 (0) 0,9154
16 (P.C)) 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0090 (0) 0,9260
17 (P.C)) 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0090 (0) 0,9278
18 (P.C)) 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0090 (0) 0,9300
19 (P.C) 0,8000 (0) 0,1000 (0) 0,0090 (0) 0,9418

As superficies de respostas obtidas sdo apresentadas nas FIGURAS 5.8, 5.9 e 5.10:
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FIGURA 5.8 Superficie de resposta obtido pelo CCD para [Molib] x [HAsc] x Abs.
Integrada, mantendo [NaCl] fixo em 0,008% mv™.
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FIGURA 5.9 Superficie de resposta obtido pelo CCD para [Molib] x [NaCl] x Abs.
Integrada, mantendo [HAsc] fixo em 0,1 mmol L.




65

e R, BRLERINSAN

Il 0,945442
I 0,925
Eos9

FIGURA 5.10 Superficie de resposta obtido pelo CCD para [HAsc] x [NaCl] x Abs.
Integrad?, mantendo [HAsc] fixo em 0,1 mmol L*, mantendo [Molib] fixo em 0,85
mmol L.

As fungdes polinomiais que descrevem respectivamente as superficies de
repostas apreentadas nas FIGURAS 5.8, 5.9 e 5.10 sdo mostradas nas equacdes 7, 8 e 9:

Abs = 0,324+1099,3854 [Molib] - 465978,6906 [Molib]? + 932,2159 [Hasc] +

788016,3562 [Hasc]? - 1437708,3333 [Molib][Hasc] — (1919,5087)(0,0089)[Molib] -
(4002,8472)(0,0089)[Hasc] + 0,053936012

(Eq.7)

Abs = 0,3236 + 1099,3854 [Molib] - 465978,6906 [Molib]? + 10,5847 [NaCl] -

508,2762 [NaCl]> — (1437708,3333)(0,0001)[Molib] - 1919,5087[Molib][NaCI] —
(4002,8472)(0,0001)[NaCl] + 0,101101757

(Eq. 8)

Abs = 0,3236 + 932,2160 [HAsc] +788016,3562 [HAsc]> + 10,5847 [NaCl] -

508,2762 [NaCl]> — (1437708,3333)(0,0008)[HAsc] — (1919,5087)(0,0008)[NaCl] -
4002,8472[HAsc][NaCl] + 0,581281987

(Eq. 9)
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As trés variaveis estudadas apresentaram efeitos significativos concordantes com
os efeitos apresentadas no planejamento fatorial, sendo que a concentracdo do
complexante molibdato apresentou efeito substancialmente maior quando comparada as
outras duas variaveis, entretanto as interacdes [Molib]x[HAsc] e [Molib]x[NaCl] foram
preponderantes para o alcance das condicdes 6timas. A interacdo entre [HAsc]x[NaCl]
ndo representou variagdes significativas na constru¢do do modelo empirico, mostrando
na verdade que [HAsc] execerce minima influéncia na eficiéncia de extracéo.

O modelo de regressdo quadratica apresentou bom ajuste para a superficie de
resposta com um porcentagem explicada de 92%. Aplicando-se o critério de Lagrange,
foi verificado que o modelo estatistico apresentou um ponto critico, de onde se tém a
maximizacdo do sinal analitico. Assim, as melhores condi¢cBes experimentais para

extracdo de As(V) por ponto nuvem, estdo apresentadas na TABELA 5.6.

TABELA 5.6 CondicOes otimizadas para extracdo de As(V) por ponto nuvem.

Variavel Valor otimizado
[Molib] (mmol L) 0,850
[HAsc] (mmol LY 0,100
[Triton X-114] (% mv™) 0,060
[NaCl] (% mv™) 0,008

5.3-ESTUDO DE INTERFERENTES

O estudo do efeito dos ions concomitantes fosfato, silicato, nitrato, fluoreto,
tartarato, potassio e selénio foi avaliado para verificar a seletividade do método
proposto na presenca de potenciais interferentes sobre a extracdo de As(V) por ponto
nuvem e deteccdo por GFAAS sob as condigdes otimizadas.

O estudo de interferentes compreedeu a presenca mdaltipla de ions
concomitantes, realizando um rastreamento multivariado com base no planejamento
fatorial fracionario 2" de resolucdo 1V, resultando num total de 16 experimentos. A
matriz do planejamento fatorial com os respostas expressas em absorbancia integrada é
apresentada na TABELA 5.7.
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TABELA 5.7 Matriz do planejamento fatorial fracionario 2’ de resolucdo IV para o

estudo de interferentes (n = 3).

Fosfato  Silicato Nitrato Fluoreto Tartarato Potassio Selénio Abs.

Exp.
P (MgLh  (gL™ (oL™) (ugL™  (ugL™ (ugL™ (ugL™) Média

1 00(1) 00(1) 0,0(1) 0,0¢(1) 00(1) 00(1) 00(1) 1,2194
2 50000(1) 00(1) 0,0(1 0,0¢(1D 5000,0 (1) 0,0(-1) o000 0,2728
3 0,0 (-1) 50000(1) 0,0(-1) 0,0(-1) 5000,0 (1) 50000(1) 0,0(-1) 11,2741
4 5000,0 (1) so0000¢1) 0,0(-1) 0,0(-1) 0,0 (-1) 5000,0 (1) 50000 (1) 0,2575
5 0,0 (-1) 0,0(-1) s0000() 0,0(-1) 5000,0 (1) 5000,0 (1) 50000 (1) 1,2185
6 5000,0(1) 0,0(-1) s0000() 0,0(-1) 0,0 (-1) 50000(1) 0,0(-1) 0,2575
7 0,0(-1) 500001 50000(1) 0,0 (-1) 0,0 (-1) 0,0(-1) s0000(1) 1,2112
8 5000,0(1) 5s0000() 50000() 0,0(-1) 5000,0 (1) 00(1) 00(1) 0,3569
9 00(1) 00(1) 0,0(1) 50000 0,0 (-1) 5000,0 (1)  50000(1) 1,2024
10 5000,0(1) 0,0(1) 0,0(-1) 550000() 50000(1)  50000(1) 0,0(-1) 0,2742
11 0,0 (-1) 5000,0(1) 0,0 (-1) 50000 (1) 5000,0 (1) 0,0(-1) so000() 1,1925
12 5000,0 (1) s0000() 0,0(-1) 50000(1) 0,0 (-1) 00(1) 00(1) 0,2568
13 0,0(-1) 0,0(-1) 50000(1) 50000 (1) 5000,0 (1) 00(1) 0,0(1) 1,2425
14 5000,0(1) 0,0(-1) 50000(1) 50000 (1) 0,0 (-1) 0,0(-1) o000 0,3790
15 0,0 (-1) 5000,0 (1) 5000,0 (1)  5000,0 (1) 0,0 (-1) 50000() 0,0(-1) 11,1635

16 5000,0 (1) 5000,0(1) 50000 (1) 50000 (1) 5000,0 (1) 5000,0 (1) 50000 (1) 00,3456

A significancia dos efeitos foi verificada por meio da ANOVA ao nivel de 95%
de confianca (p > 0,05). Os efeitos dos ions concomitantes foram avaliados pelo grafico
de Pareto, de onde se pode observar que a presenca de ions fosfato representa um forte
interferéncia sobre 0 método e que a presenca dos demais ions ndo influenciam

significativamente sobre 0 mesmo, conforme mostra a FIGURA 5.11.
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FIGURA 5.11 Gréfico de Pareto obtido pelo planejamento fatorial fracionario 2" de
resolucdo IV para o estudo do efeito de ions interferntes sobre as condic¢fes otimizadas
de extracdo e deteccdo.

A interferéncia negativa do fosfato pode ser atribuida pela competicdo com o
agente complexante molibdato. Essa interferéncia ja era esperada uma vez que a reacdo
do azul de molibdato também é empregada oficialmente na determinagdo
espectrofotométrica de (orto)fosfato. Entretanto a interferéncia apresentada pelo fosfato
ndo chega a comprometer drasticamente a extracdo de As (V), uma vez que o teor de
tais ions concomitantes nas amostras reais sao bem menores do que os niveis aqui
estudados, que considera a presenca do interferente numa concentracdo 500 vezes maior
do que a concentracao do analito.

O grafico de Pareto tambem aponta para interac6es significativas, implicando na
importéncia da consideracdo das circunstancias reais da composicdo da amostra frente
ao analito, que seriam desprezadas em um estudo de um determinado interferente

isolado dos demais. Foi observado que a presenca dos ions nitrato e fluoreto, que
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atuando juntos com o interfente, conseguem minimizar a interferéncia do fosfato mesmo
que de forma sutil.

Uma outra possibilidade que pode explicar a ocorréncia de interferéncias
positivas no sinal analitico, é decorrente de numerosas vias de dissociagdo e associacdo
responsaveis pela atomizacao do elemente de interesse, enquanto a depreciacdo do sinal
também pode ser explicada na possibilidade de formacdo de novos compostos

termicamente estaveis que acarretam na diminuicao do sinal de resposta [73].

5.4 - ESTUDO DA SELETIVIDADE DA EXTRACAO POR PONTO NUVEM PARA
ESPECIACAO DE As.

Esse estudo foi realizado na presenca de ambas as formas inorganicas As (l11) e
As (V), submetidas separadamente e simultaneamente ao procedimento de extragdo por
ponto nuvem. Foram levadas em consideragdo, as respostas obtidas sem e com a pré-
concentracdo e extracdo do analito sob diversas circunstancias analiticas. Os resultados
desses experimentos sdo apresentados respectivamente pelas FIGURAS 5.12 e 5.13

mostradas a seguir:

Sem Pré-concentragao

0.0600 T

0.0500
g L

i mAs V 10 ppb

€ 0.0400 + PP
FE’ - m As |11 10 ppb
§ 0.0300 + [AsV + As 11I] 10 ppb
e : m [AsV + As 1l] 20 ppb
g 0.0200 -
2 i
< -

0.0100 -+

0.0000 -

FIGURA 5.12 Resultados obtidos por andlise direta em GF AAS, sem o procedimento
de extracdo e pré-concentragdo por ponto nuvem (n = 3).
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Com Pré-concentragao
1.3000
1.2000
1.1000 HAsV1ppb
1.0000 HAs V5 ppb
"'é 0.9000 m As V 10 ppb
.°:3° 0.8000 m As 111 1 ppb
m 07000 m As 111 10 ppb
§ 0.6000 .
_g 0.5000 m As Il oxidado
é 0.4000 [AsV + As 1ll] 10 ppb
0.3000 [As V + As ll] 20 ppb
0.2000
0.1000
0.0000

FIGURA 5.13 Resultados obtidos com a extracdo e pré-concentracdo por ponto nuvem
para verificacdo da seletividade do método proposto (n = 3).

A FIGURA 5.12 mostra que a analise direta em GF AAS ndo é capaz de
discriminar as espécies inorganicas de arsénio quanto a sua forma de oxidagdo, o que ja
era esperado quando se emprega essa técnica de deteccdo. Logo, para finalidades de
especiacdo, torna-se necessario uma etapa de extracdo seletiva de das espécies antes da
etapa de deteccdo por GF AAS, o que foi conseguida por meio da metodologia
proposta.

Conforme mostra a FIGURA 5.13, o complexo de As(V)-molibdato € formado e
eficientemente extraido por meio da extracdo por ponto nuvem, com sensibilidade
satisfatoria e bastante aprimorada em relacdo a analise direta. A espécie As (l1)
entretanto somente pode ser determinada mediante uma etapa prévia de oxidagdo com
KMnOQO, para que seja quantitativamente convertido para a forma pentavalente, podendo
ser extraido. Sem essa etapa de oxidacdo, As (I11) ndo € eficientemente extraido sob as
condigdes otimizadas, com um valor de absorbancia integrada correspondente a apenas
6,7% do sinal obtido com As(V) 10 pg L™

Os resultados obtidos confirmam a seletividade do método proposto com base na
reacdo do azul de molibdato, especifica para As (V). Esta hipotese pode ser reforgada
em comparacdo com a extracdo simultanea de ambas as espécies numa concentracdo

total de 10 pug L™ e 20 ug LY, onde somente 50% desse total é detectado, da qual é
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referente ao arsenato extraido, tornando essa metodologia uma ferramenta com

potencial promissor para especiagdo de arsénio inorganico.

5.5 - FIGURAS DE MERITO

A eficiéncia da pré-concentracdo foi avaliada por meio do fator de
enriquencimento (FE), sendo determinado através da construgcdo de uma curva analitica
de calibracdo obtida com As(V) na faixa de 0,05 — 10,0 pug L submetida ao
procedimento de extragdo por ponto nuvem, e uma outra compreendendo uma faixa de
5,0 — 100,0 pug L™ obtida com a leitura direta no GF AAS, sem o procedimento de
extracdo e pre-concentracdo, utilizando a funcdo de auto-diluicdo do padrdo (auto-mix)
do amostrador automatico do equipamento. As FIGURAS 5.14 e 5.15 mostram

respectivamente as curvas de calibragdo obtidas

1,3 -
12 Abs=0,1018 [As(V)] +0,0712
1] R = 0,99579

Absorbancia Integrada

[As(V)] /gL

FIGURA 5.14 Curva de calibragcdo com As(V) obtida com o procedimento de extracéo
e pré-concentracdo por ponto nuvem.
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FIGURA 5.15 Curva de calibracdo para As(V) obtida sem o procedimento de extracdo
e pré-concentracgao por ponto nuvem.

As inclinacdes das curvas de calibragdo com e sem o procedimento de extracédo e
pré-concentracdo foram respectivamente 0,1018 e 0,0013, dos quais resultaram num
excelente fator de enriquecimento, com aumento de 78,3 vezes na sensibilidade. Esse
ganho adicional de sensibilidade na técnica de GF AAS sob as condicfes 6timas
experimentais, refletiram na obtencdo de valores muito baixos nos limites de detec¢éo e
quantificacdo, dos quais foram respectivamente 0,0099 pg L™ e 0,0331 pg L™ . Tais
valores permitem que o método possa ser aplicado satisfatoriamente, com garantia
analitica, na determinagdo de niveis muito baixos de arsénio nas amostras a serem
analisadas.

Em termos qualitativos, a FIGURA 5.16 mostra o0s sinais transientes para As(V)
obtidos em cada ponto da calibracao, sobre as condic¢des validadas desta metodologia,
em que se pode observar que a regido do limite de quantificacdo apresenta um sinal
significativamente distinguivel do ruido. Logo essa regido apresenta utilidade para
expressar informacfes quantitativas com uma boa seguranca analitica e precisao,

assegurando a credibilidade dos resultados expressos nesse intervalo.
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FIGURA 5.16 Sinais transientes para As(V) obtidas dentro da faixa de trabalho sob as
condigdes validadas.

A curva de calibracdo obtida pela metodologia desenvolvida cobriu uma ampla
faixa linear de trabalho, com coeficiente de correlacdo maior do que 0,99. A TABELA
5.8 apresenta as figuras de mérito para a metodologia proposta e validada. A
seletividade garantida, a sensibilidade e a precisdo demonstram a viabilidade deste
método na combinacgdo da extracdo por ponto nuvem com a deteccdo por GF AAS para
As(V).

TABELA 5.8 Figuras de mérito obtidas para 0 método As(V)-CPE-GF AAS otimizado.

Parametro Valor obtido

Faixa Linear de Trabalho (ug L™) 0,03-10,0

Equacdo de Calibracao Abs =0,1018 [As(V)] + 0,0712
Coeficiente de Correlagéo 0,99579

Coeficiente de Variacdo intra-ensaio ”e

D.P.R (10 ug L*; n = 10) (%) ’

Coeficiente de Variacao inter-ensaio 29

D.P.R (10 ug L™; n =5) (%)
Limite de Deteccéo (LD) (ug L™ 0,0099
Limite de Quantificacdo (LQ) (ug L™) 0,0331
Fator de Enriquecimento (FE) 78,3
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5.6 — EXATIDAO E APLICACAO DO METODO NAS AMOSTRAS REAIS

O método desenvolvido e validado foi aplicado na determinacdo de As(V) e
arsénio total nas amostras de arroz processadas sob diferentes beneficiamentos de
consumo: Arroz branco, Arroz Integral e Arroz Parboilizado.

O procedimento de preparo das amostras digeridas mediante extracdo assistida
por ultra-som para finalidades de especiacéo, foi realizado segundo descrito pelos itens
4.8 e 4.9. Foi utilizado dois aparelhos de banhos de ultra-som paralelamente com intuito
de poupar tempo da sonicacdo das réplicas das amostras. Para tanto, foi feito um
mapeamento da parte interna dos banhos de ultra-som por meio do teste do papel
aluminio para delimitacdo da regido de maior incidéncia das ondas ultra-sonicas, e
assim focalizar uma posicao especifica e favoravel para a amostra dentro do banho. As
FIGURAS 5.17 A e 5.18 B ilustram o posicionamento.

(A) (B)

FIGURA 5.17 Focalizagdo do posicionamento das amostras nos banhos de ultra-som
por meio do teste do papel aluminio.

A FIGURA 5.18 ilustra uma amostra em meio extrator de HNO3 para promover
0 ataque &cido, antes e apds ser submetida a etapa de extracdo assistida por ultra-som.
Essa etapa visa liberar quantitativamente as espécies de arsénio da matriz, para entdo
serem seletivamente pré-concentradas e detectadas segundo a metodologia aqui
desenvolvida. Para avaliacdo da exatiddo do método proposto, foram realizados testes
de adicdo e recuperacdo de As(V) em dois niveis de fortificacdo para todas as amostras

de arroz. Os resultados obtidos sdo apresentados na TABELA 5.9.
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FIGURA 5.18 (A) Amostra de arroz em meio extrator de &cido nitrico e (B) apds ser
submetida a extracdo assistida por ultra-som.

De acordo com os resultados apresentados na TABELA 5.9, os valores de
recuperacdo obtidos variaram desde 90,8% até 113,1%, indicando que a metodologia
quando aplicada nas amostras de arroz ndo apresentou problemas relacionados ao efeito
de matriz uma, vez que os valores se enquadraram dentro da faixa aceitavel de 80 a
120% de acordo com AOAC. [59]

Como o arroz se enquadra dentro da classe alimenticia de cereais, 0 nivel
méximo de arsénio decretado pelas regulamentacdes (ANVISA) é de até 1,0 pg g*. Nas
amostras de arroz analisadas, o teor de arsénio total encontrado em funcdo do
beneficiamento variou de 0.0125 + 0.0023 pg g™ para o arroz branco, 0.1893 + 0.0063
ug g* para o integral e 0.0640 + 0.0022 pg g para o arroz parboilizado. Logo,
nenhuma das amostras de arroz obtidas por meio do processamento regional de cultivo
ndo apresentou teores de arsénio total acima do limite maximo tolerado. O método
desenvolvido apresentou limite de quantificacdo bem abaixo desse valor regulamentado
(= 0,0125 pg g*) comprovando a sua aplicabilidade na determinagdo de arsenato em
amostras de arroz, além de uma possivel aplicacdo em amostras que apresentem
matrizes semelhantes.

A TABELA 5.10 traca uma comparacao entre 0s parametros analiticos obtidos
com a metodologia aqui desenvolvida com os das publicacBes reportadas na literatura.
Os dados do presente método apresentam sensibilidade e precisdo concordantes ou até
melhores em relacdo aos demais métodos de extracdo convencionais, com destaque para

0 excelente fator de concentracdo alcancado.
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TABELA 5.9 Resultado dos testes de adicdo e recuperacdo de As(V) na especiacdo de arsénio total nas amostras de arroz (n = 2).

[As (V)] Encontrado®

Outras espécies

[As (V)] b Arsénio Total® .
Amostra dicionado (ug L) Recuperacéo” (%) (g g% de Arsénio® (;As)
adicionado (ug |1 -1 Mg ¢ )
Mg Mg g (ug g 1)
0,0 <LQ <LQ - 0,0125 + 0,0023 0,0125 £ 0,0023
Arroz Branco 5,0 4,9705+0,0026  0,1243 £ 0,0026 99,4 0,2194 £ 0,0037 0,0951 + 0,0045
10,0 11,1952 £ 0,0068 0,2799 £ 0,0068 111.9 0,4013 £ 0,0016 0,1214 £ 0,0069
0,0 1,7322 £ 0,0020  0,0433 +0,0020 - 0,1893 + 0,0063 0,1460 + 0,0066
Arroz Integral 5,0 6,1117 £0,0074  0,1528 + 0,0074 90,8 0,2128 + 0,0070 0,0600 + 0,0102
10,0 13,2646 + 00,0029  0,3316 + 0,0029 113,1 0,4632 +0,0174 0,1316 + 00,0176
0,0 2,5016 + 0,0130  0,0625 + 0,0130 - 0,0640 £ 0,0022 0,0015 £ 0,0132
Arroz
5,0 8,3333+0,0090  0,2083 + 0,0090 1111 0,2095 + 0,0062 0,0012 + 0,0109
Parboilizado
10,0 12,8520 + 0,0160  0,3213 £+ 0,0160 102,8 0,3316 + 0,0093 0,0103 + 0,0185

# Resultados expressos como média + desvio padréo (n = 2).

CAsO/)adicionada
- T

® % Recuperacéo = 100

As(V)obrida



TABELA 5.10 Comparacdo do método proposto neste trabalho com os outros métodos aplicados para extracdo e determinacéo de arsénio.

o Agente Tecnica de Sistema L Fator de
Espécies ] LD (ugL™) ] ] DPR (%) Ref.
complexante Deteccéo Experimental Enriquecimento
As (1) APDC GF AAS CPE 0,04 36 3,0 [74]
As (1),
APDC GF AAS CPE 0,02 40 2,3 [44]
As total
As (111,
APDC GF AAS DLLME 0,036 45 31 [75]
As(V)
As (1) Br - PADAP UV-Vis Espectrofotometria 14,0 Nao definido 5,0 [76]
As (1), As ) FI-HG-MF- Extracdo assistida . Nao
Sem ligante ) 2,0 Nao definido o [77]
V) AAS por microondas definido
As (V) Molibdato UV-Vis CPE 1,0 5 1,2 [63]
As (111), As )
W) Molibdato GF AAS CPE 0,01 52,5 5,0 [78]
As (111), As )
W) Pyronine B FAAS CPE 1,67 120 2,1 [79]
As (1), As ) ) y
W) Sem ligante HG-AAS Biosorgéo 0,011 35 7,0 [80]
As (111), As ] Resina de troca
Sem ligante ICP-AES . 0,1 10 5,0 [81]
V) anidnica
As(V), .
Molibdato GF AAS CPE 0,009 78,3 25 Este Trabalho

As total
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6. CONCLUSOES

A metodogia desenvolvida para extracdo e pré-concentracdo de As(V) por ponto
nuvem e deteccdo por espectroscopia de absorcdo atdbmica em forno de grafite, As(V)-
CPE-GF AAS, apresentou como uma alternativa interessante e eficiente para
determinacdo de As(V) e arsénio total presentes em baixas concentracbes em amostras
de arroz. O método é simples, de baixo custo minimizando o uso de solventes organicos
e reduz o consumo de reagentes e amostras. Foi possivel atingir a condicdo 6tima de
experimentacdo sem a necessidade de aguecimento, com reduzido numero de
experimentos, diminuindo tempo, custo e a geracdo de residuos.

A utilizagdo de planejamentos experimentais multivariados, como planejamento
fatorial e a metodologia de superficie de resposta se mostraram como uma ferramente
muito importante para otimizacdo do método, uma vez que forneceu informacdes
essenciais sobre os efeitos que cada variavel exerceu sobre a deteccdo e na pré-
concentracdo por ponto nuvem, principalmente com relagdo aos efeitos de interacao.

O emprego de modificdo permanente do tubo atomizador de grafite com iridio
resultou na construcdo de um programa de temperatura eficaz aplicado para amostras
tratadas em meio micelar. Os resultados demonstraram viabilidade da extracdo e pré-
concentracdo por ponto nuvem, extraindo quantitativamente As(V), como uma etapa
prévia na deteccdo, resultado num excelente fator de enriquecimento.

O método apresentou aumento expressivo na sensibilidade com limite de
deteccdo e quantificacdo suficientes para determinar As(V) em alimentos dentro dos
valores normatizados por agéncias regulamentadoras, com bons valores de precisdo e
com exatiddo aceitavel, abrindo possibilidades potenciais bastante promissoras para ser
aplicado em outros tipos de amostras com matrizes similares e com finalidades de

especiacao.
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