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F AAS - Espectrometria de absor¢do atomica com chama (do inglés “Flame Atomic

Absorption Spectrometry”)
GF - Forno de grafite (do inglés “Graphite Furnace”)

GF AAS - Espectrometria de absorcéo atomica com forno de grafite (do inglés “Graphite

Furnace Atomic Absorption Spectrometry”)

HCL - Lampada de Catodo Oco (do inglés “Hollow Cathode Lamp”)
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HG - Geragéo de hidretos (do inglés “Hydride Generation”)

HG AAS - Espectrometria de absorcdo atomica com geragdo de hidretos (“Hydride
Generation Atomic Absorption Spectrometry”)

HG-CT-AAS - Espectrometria de absorcdo atébmica com geracdo de hidretos e
aprisionamento criogénico (do inglés ‘“Hydride Generation-Cryotrapping-Atomic

Absorption Spectrometry”)

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés “High Performance Liquid

Chromatography”)

HPLC-ICP-MS - Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (do inglés “High Performance Liquid

Chromatography - Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry”)

HR-CS F MAS - Espectrometria de absor¢cdo molecular de alta resolu¢cdo com fonte
continua ¢ chama (do inglés “High Resolution Continuum Source Flame Molecular

Absorption Spectrometry”)

HR-CS GF MAS - Espectrometria de absor¢do molecular de alta resolugdo com fonte
continua e forno de grafite (do inglés “High Resolution Continuum Source Graphite

Furnace Molecular Absorption Spectrometry”)

HR-CS MAS - Espectrometria de absor¢cdo molecular de alta resolu¢cdo com fonte
continua (do inglés “High Resolution Continuum Source Molecular Absorption

Spectrometry”)

HR-CS SS-GF MAS - Espectrometria de absor¢do molecular de alta resolu¢do com fonte
continua e forno de grafite com analise direta de solidos (do inglés “High Resolution
Continuum Source Solid Sampling Graphite Furnace Molecular Absorption

Spectrometry”)

IARC - Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (do inglés “International Agency

for Research on Cancer”)
IAs - arsénio inorganico total
IC - Cromatografia idnica (do inglés “lon Chromatography”)

ICP OES - Espectrometria de emissdo optica com plasma acoplado indutivamente (do

inglés “Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry’)
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ICP-MS - Espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (do inglés

“Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry”)

IUPAC - Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do inglés “International

Union of Pure and Applied Chemistry”)

LC - Cromatografia liquida (do inglés “Liquid Chromatography”)
LDso - Dose letal mediana (do inglés “Lethal Dose, 50%")

LOD - Limite de deteccéo (do inglés “Limit of Detection”)

LOQ - Limite de quantificacdo (do inglés “Limit of Quantification”)

LS AAS - Espectrometria de absorgédo atomica com fonte de linha (do inglés “Line Source

Atomic Absorption Spectrometry”)

LS GF MAS - Espectrometria de absor¢do molecular com fonte de linha e forno de grafite

(do inglés “Line Source Graphite Furnace Molecular Absorption Spectrometry”)

LS MAS - Espectrometria de absor¢do molecular com fonte de linha (do inglés “Line

Source Molecular Absorption Spectrometry”)

mo - Massa caracteristica

MMAs - espécie monometilada de arsénio

MP1o - Material particulado com didametro <10 pum

NIST - Instituto Nacional de Padrdes ¢ Tecnologia (do inglés “National Institute of

Standards and Technology™)

PMTDI — Ingestdo diaria méxima toleravel provisoria (do inglés “Provisional Maximum

Tolerable Daily Intake”)
PROCONVE - Programa de Controle de Polui¢do do Ar Por Veiculos Automotores
QTA - Atomizador de tubo de quartzo (“Quartz Tube Atomizer”)

SF-ICP-MS - Espectrometria de massas com setor magnético e plasma acoplado

indutivamente (do inglés “Sector Field Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry’)
tAs - arsénio total
TeMA - ion tetrametilarsnico

tep - tonelada equivalente de petréleo
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TMAH - hidréxido de tetrametil amonio (do inglés “tetramethylammonium hydroxide™)
TMASO - 6xido de trimetilarsénio

UK FSA - Autoridade de Seguranca Alimentar do Reino Unido (do inglés “United
Kingdom Food Safety Authority”)

ULSD - Oleo diesel com concentragio ultrabaixa de enxofre (do inglés “Ultra Low Sulfur
Diesel”)

UVIF - Fluorescéncia induzida por ultravioleta (do inglés “Ultraviolet Induced

Fluorescence”)

WD-XRF - Fluorescéncia de raios-X com comprimento de onda dispersivo (do inglés

“Wavelength Dispersive X-ray Fluorescence”)
WHO - Organizacao Mundial da Saude (do inglés “World Health Organization™)

XRF - Fluorescéncia de raios-X (do inglés “X-ray Fluorescence”)
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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos analiticos para a analise de especiacdo de
arsénio em alimentos infantis, por espectrometria de absor¢do atbmica com geracéo de
hidretos e aprisionamento criogénico (HG-CT-AAS), e determinacdo de enxofre em 6leo
diesel, por espectrometria de absor¢do molecular de alta resolucdo com fonte continua e
forno de grafite (HR-CS GF MAS), via molécula de CS. Para ambos os métodos foi
possivel a reducdo dos procedimentos inerentes ao preparo das amostras. Na anélise de
especiacdo de As, a amostra foi preparada na forma de suspensdo com o emprego de
reagentes mais brandos o que preservou a composicao original, isto €, a integridade das
espécies de As. As concentracdes da espécie mais toxica de As, ou seja, 0 As inorganico,
encontradas nos alimentos infantis ficaram abaixo dos limites estabelecidos pelas
legislacBes brasileira, europeia e chinesa. No que tange a determinacdo de enxofre em
oleo diesel, a analise direta da amostra apos a diluicdo com 1-propanol, minimizou o
nimero de etapas operacionais que seriam empregadas se um método de preparo de
amostra como a emulsdo/micro-emulsdo, fosse utilizado. Além do mais, foi mandatério
uma investigacdo criteriosa do uso de modificadores quimicos para a estabilizacdo
térmica do enxofre. Os melhores resultados foram obtidos com o emprego de uma massa
de 120 pg de Pd e 60 pg de Mg, como modificador em solugdo, combinado ao uso de 400
ug de Ir, como modificador permanente. As amostras de 6leo diesel analisadas estavam

em conformidade com os limites estabelecidos pela legislacao brasileira.

XVii



ABSTRACT

In this work analytical methods were developed for arsenic speciation analysis in baby
food using hydride generation-cryotrapping-atomic absorption spectrometry (HG-CT-
AAS), and the determination of sulfur in diesel fuel by high-resolution continuum source
graphite furnace molecular absorption spectrometry (HR-CS GF MAS) via the CS
molecule. For both methods it was possible to reduce the procedures related to sample
preparation. In As speciation analysis, the sample was prepared as a slurry with the use
of mild reagents which preserved the original arsenicals composition, i.e., the integrity of
the As species. The concentration of the most toxic As specie (inorganic As) found in
baby food were below the limits set by Brazilian, European and Chinese laws. Regarding
the determination of sulfur in diesel, the direct analysis of the sample after dilution with
propan-1-ol, minimized the number of operational steps that would be necessary if a
sample preparation as emulsion/microemulsion would have been used. Furthermore, a
careful investigation was mandatory the use of chemical modifiers for thermal
stabilization of sulfur. The best results were obtained with the use of 120 pg Pd and 60
Kg Mg, as modifier in solution, combined with the use of 400 pg Ir as permanent modifier.
The S concentration in the analyzed diesel fuel samples was in accordance with the limits

set by Brazilian law.
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1. INTRODUCAO

O preparo de amostra € uma etapa considerada critica em um procedimento
analitico e mesmo com todo o avangco observado recentemente, esse procedimento
continua necessitando de mais atencdo e esforcos para o seu desenvolvimento. As
evolugdes nesse campo da quimica analitica ao longo das Gltimas décadas, foram
impulsionadas, principalmente, pelo aperfeicoamento e maior acesso aos procedimentos
assistidos por micro-ondas. A maioria dos procedimentos, novos e antigos, empregados
no preparo de amostras envolvem o uso de &cidos concentrados para promocao de ataques
agressivos, especialmente sob altas temperaturas e pressoes’.

Esse tipo de preparo de amostra vai no sentido oposto de um assunto muito
discutido atualmente, que é a analise de especiacdo quimica. Nesse caso, uma grande
atencdo tem sido dada ao desenvolvimento de técnicas que objetivam a minimizagéo do
preparo da amostra, com a utilizacdo de reagentes mais brandos e o emprego de
estratégias que auxiliem a determinacdo quantitativa das espécies quimicas de um
elemento contido em uma amostra, como por exemplo o arsénio?.

A anélise de especiacdo quimica de arsénio em alimentos infantis tem sido foco
de muitos estudos, pois envolve a seguranca alimentar. Esse interesse na distribuicédo das
espécies quimicas de As ocorre porque a sua toxicidade esta diretamente relacionada a
forma na qual ele se encontra nesses alimentos, ja que as formas inorganicas de As (iAs),
arsenito (iAs'") e arsenato (iAsY) sdo mais toxicas que as espécies organicas metil-
substituidas de As. Nesse tipo de analise, a etapa de preparo da amostra é fundamental,
pois € mandatério que a integridade das espécies de As, contidas no alimento, sejam
mantidas, a fim de fornecer informacdes relevantes acerca de sua toxicidade®®,

A maioria dos trabalhos publicados, objetivando a analise de especiacdo de
arsénio em alimentos infantis, foram conduzidos com o uso da cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente
(HPLC-ICP-MS). Como os alimentos infantis, majoritariamente, s&o sélidos ou pastosos,
0 preparo de amostra, normalmente, envolve uma etapa de extracdo &cida assistida por
radiagdo micro-ondas, seguida de centrifugacéo e filtracdo. Somente depois desse longo
processo, que muitas vezes necessita de mais de um dia de preparo de amostra, é que 0s

extratos das amostras sdo obtidos®=>.
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Nesse sentido, a utilizacdo da espectrometria de absor¢do atbmica com geragédo
de hidretos e aprisionamento criogénico (HG-CT-AAS) para a analise de especiacao
quimica de As em alimentos infantis, surge como uma alternativa, pois possibilita 0 uso
da amostragem direta por suspensdo, sendo também, mais acessivel e menos onerosa que
a técnica de ICP-MS. As técnicas utilizadas no preparo de suspensfes sdo bem mais
simples que as de extracdo tradicional, sendo possivel a minimizacdo do preparo da
amostra. Além disso, os procedimentos empregados no preparo das suspensdes podem
ser realizados com reagentes mais brandos, garantindo a integridade das espécies de As
contidas na amostra e, ademais, toda a amostra € inserida no sistema, o0 que relne
vantagens referentes as amostragens solida e liquida®®,

No que tange a analise de combustiveis, uma das técnicas de preparo de amostra
mais utilizada é o preparo de emuls6es ou micro-emulsdes, pois com ela torna-se possivel
dispersar um material apolar, que é o combustivel, em &gua, com o auxilio de outras
substancias. No entanto, essa abordagem de preparo de amostra envolve a utilizacdo de
detergentes e cossolventes, 0 que pode aumentar as chances de contaminagao da amostra,
bem como, depreciar o limite de detec¢do por contaminacéo do branco. Além do mais, na
maioria das vezes, precisa-se dispor de muito tempo para se determinar a proporcéo dos
reagentes e amostra que produzira uma emulséo ou micro-emulséo que permaneca estavel
por um tempo suficientemente adequado para a analise®.

Outro procedimento utilizado no preparo de amostras de combustiveis, é a
extracdo do analito que, embora, combine vantagens como a separacdo do analito da
matriz e a possibilidade de pré-concentracdo do analito, também, possui uma série de
desvantagens. Dentre esses aspectos negativos, pode-se citar a necessidade do uso de
grandes volumes de amostra em relacdo a substancia extratora para que boas eficiéncias
de extracdo sejam alcancadas, a possibilidade de adsorcdo do analito nas paredes do
frasco e a dificuldade de automagao®.

No sentido de minimizar o preparo da amostra de combustivel é possivel a
utilizacdo da amostragem direta ap6s uma simples etapa de diluicdo do combustivel. Essa
abordagem inclui apenas uma etapa de pesagem e a adicdo de um solvente a amostra, 0
gue ndo demanda de muito tempo, podendo ser realizado minutos antes da analise,
diminuindo, também, o risco de contaminacdo da amostra. Aléem do mais, a dilui¢do
possibilita a insercdo de volumes diminutos de combustivel no forno de grafite, o que €
de grande valia quando se trabalha objetivando uma melhor interagdo analito-modificador

quimico, como é o caso do S-Pd®*°,
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Dentre os combustiveis existentes, o 0leo diesel, que € o mais utilizado, ocupa
uma posic¢éo de destaque no que diz respeito as emissdes de enxofre para a atmosfera, por
estar diretamente relacionado a problematica ambiental. Os 6xidos de enxofre (SOx)
formados durante a combustao do 6leo diesel, por exemplo, sdo emitidos para a atmosfera
podendo causar chuva acida, contribuirem para o efeito estufa, além de estarem ligados a
diversos problemas de satide publicall. Frente a isso, exigéncias cada vez mais restritivas,
quanto a presenca de enxofre nesse combustivel, tém sido regulamentadas pela legislacéo
vigente, o que torna necessario o desenvolvimento de métodos analiticos que apoiem esse
controle.

Os métodos indicados pela Agéncia Nacional de Petrdleo (ANP)!? para o
controle do teor de enxofre em combustiveis, baseados na fluorescéncia de raios-X!*8 e
na fluorescéncia induzida por ultravioleta® possuem equipamentos de dispendiosa
aquisicdo. Nesse sentido, outras técnicas analiticas como a espectrometria de absor¢édo
molecular de alta resolugdo com fonte continua (HR-CS MAS)?°, vem sendo estudada
para essa aplicacdo. Como ja foi mencionado anteriormente, as técnicas baseadas na
espectrometria de absorcao atbmica (AAS) sdo mais simples e menos onerosas e nesse
sentido a HR-CS MAS, surge como uma op¢ao pelo baixo custo e facilidade operacional.

Com a possibilidade de resolucédo das estruturas finas rotacionais das moléculas
diatdmicas pelo espectrdmetro de absorcao atdbmica de alta resolu¢do com fonte continua,
tornou-se possivel a determinacédo de ndo-metais de forma indireta (HR-CS MAS), como
por exemplo, o enxofre, na forma de CS, SH e SnS. No que diz respeito a determinacao
de enxofre em forno de grafite (HR-CS GF MAS), para obtencéo de bons resultados, o
analito presente na amostra deve ser estabilizado com a utilizacdo de um modificador
quimico, para que ndo seja perdido durante as etapas de secagem e pirélise, mas para que
isso ocorra, a interacdo do analito com esse modificador deve ser efetiva. O preparo da
amostra possui um papel essencial nesse processo, pois pode possibilitar de varias formas,
essa interacdo analito-modificador quimico®?2L,

Neste contexto, no presente trabalho serdo discutidos o desenvolvimento de
estratégias visando a simplificagdo do preparo de amostra para a anélise de especiagdo de
As em formulagdes infantis, por HG-CT-AAS e para a determinacéo de enxofre em 0leo
diesel utilizando a HR-CS GF MAS.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA DE ARSENIO EM ALIMENTOS
INFANTIS NA FORMA DE SUSPENSAO POR HG-CT-AAS
AUTOMATIZADO E MULTIATOMIZADOR

2.1.1. Arsénio e suas espécies guimicas em alimentos

O arsénio pertence ao grupo 15 da tabela periddica e apresenta quatro estados de
oxidacdo, sendo eles -3, 0, +3 e +5. Devido a afinidade do As com o fosforo e enxofre,
que séo constituintes dos seres vivos, ele apresenta uma elevada toxicidade, inclusive em
baixas concentragdes??.

Este elemento estd amplamente distribuido na crosta terrestre, na ordem
de 3,4-6,0 mg kg™, dependendo da regifio em questéo. E liberado no ambiente por fontes
naturais (atividades geoldgicas e/ou vulcénicas) e antropogénicas. Dentre as fontes
antropogénicas estdo a mineracdo de metais ndo ferrosos, 0 uso de praguicidas, a
combust&o do carvdo e a incineragdo do lixo?24,

Em concentracBes baixas 0 arsénio pode ser encontrado no material particulado
presente na atmosfera. Nas aguas superficiais e para consumo humano, os teores desse
elemento sdo normalmente inferiores a 10 pg L™, podendo alcancar niveis mais elevados
em lugares proximos as fontes de emissdo ou depdsitos minerais de arsénio. Em aguas
subterraneas as concentracdes variam de acordo com a presenca de arsénio nas rochas
que compdem o aquifero. Em aguas pluviais carbonatadas tém sido relatadas
concentragdes mais elevadas do elemento, variando de 0,4 a 1,3 mg L™ na Nova Zelandia,
Roménia, paises da antiga Unido Soviética e Estados Unidos; acima de 1,8 mg L™ em
Taiwan; e 3,4 mg L't em Cordoba na Argentina®.

O arsénio pode ser encontrado nos alimentos de origem agricola, nas formas
inorganicas, arsenito (iAs'"") e arsenato (iAsV) e em diversas formas organicas, sendo as
mais comuns, o acido monometilarsdnico (MMASsY) e o 4cido dimetilarsinico (DMAsV)
(Figura 1). Nos produtos destinados a alimentagéo infantil, as espécies de arsénio mais
abundantes sdo: iAs¥, DMAs e em menores quantidades, também, pode ser encontrado o

MMAs, sem especificacdo do estado de oxidacio do arsénio nessas espécies metiladas®.
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No restante do texto, quando nao especificado o estado de oxidacdo do 4&tomo
de As em sua espécie inorganica, deve ser considerado que se trata do iAs total (iAs""*V).
Ja no caso das espécies metiladas de As, ndo € comum a indicacao do estado de oxidacao
do atomo de As nessas moléculas, ao menos na analise de especiacdo quimica de As em
alimentos e, por se tratarem de espécies de baixa toxicidade, essa informacdo nao é

considerada relevante.

0] (@) O
0O—As— O 'O—As—O' HO—JLS—CH3 H3C—A8—CH3
o o on on
Arsenito Arsenato Acido monometilarsénico  Acido dimetilarsinico

Figura 1. Espécies de arsénio mais comuns encontradas em alimentos de origem agricola.
Adaptado de Maher et al.?®

A toxicidade do As esta diretamente relacionada a forma na qual o elemento se
encontra (espécie quimica), sendo que as espécies inorganicas de arsénio (iAs) sdo mais
toxicas que as espécies organicas desse elemento e com excecdo do ion tetrametilarsénico
(TeMA), a toxicidade aguda geralmente decresce com o aumento do grau de metilacao
da espécie de As, como pode ser observado na Tabela I, pelos valores da dose capaz de
matar 50% dos individuos de uma populagio teste (LDsp)?*25.

Tabela 1. Valores experimentais da LDsg para diferentes formas de arsénio. Adaptado de

Cornelis et al.?®

Espécies nlgé)li(éal Formula molecular
As'! 14 As(OH)3
AsV 20 OAs(OH)3
MMAsY 1800 CH3AsO(OH)2
DMAsY 2600 (CH3)2AsO(OH)

4 Dose letal mediana, 50%.

Além de ser letal em baixas doses, 0 iAs é classificado pela International Agency
for Research on Cancer (IARC), no grupo 1, onde estdo incluidas as substancias

comprovadamente carcinogénicas aos seres humanos. Isso foi baseado em estudos
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epidemioldgicos relacionando o iAs a inducdo do desenvolvimento de céancer de pele,
bexiga e pulmdes em seres humanos?’.

O arroz e produtos baseados em arroz, dentre eles, os utilizados em alimentos
infantis, por serem muito consumidos e por possuirem concentragdes, relativamente, altas
de compostos de arsénio, tém ocupado uma posicdo de destaque no que diz respeito a
identificagdo desses compostos®?®. Outrossim, o iAs contido no arroz e produtos
produzidos com arroz, depois de ingerido, além de ser mais toxico, é mais biodisponivel
do que o DMAs. Em ensaios in vivo (em porcos), Juhasz et al.?® relataram que o iAs é
altamente absorvido no trato gastrointestinal, com uma biodisponibilidade de 89%,
enquanto que para 0o DMAs esse mesmo valor foi de 33%.

Mesmo sabendo-se que o iAs é mais toxico que as suas formas organicas
metiladas, a literatura € bastante escassa de trabalhos que objetivam a analise de
especiacdo quimica de As em alimentos. A Autoridade Alimentar Europeia (European
Food Safety Authority, EFSA) alerta sobre a falta de dados acerca da especiacdo de As
em alimentos, bem como, a de materiais de referéncia certificados e cita ainda que o maior
volume de informacdes disponibilizado é sobre a concentracdo de arsénio total (tAs)°.

Com excecdo de alguns tipos de alimentos provenientes do mar, a maioria deles
contém niveis de tAs abaixo dos 250 pg kg?. O arsénio encontrado nos organismos
marinhos estd em sua maior parte na forma de compostos organoarsenicais como a
arsenobetaina (AB) que ndo possuem elevada toxicidade devido a sua baixa reatividade
com as estruturas bioldgicas e a rapida excrecdo urinaria®®. A Organizacio Mundial da
Saude (World Health Organization, WHO)?! cita a presenca desse elemento, além de em
frutos do mar, em carnes, grdos, e em menor quantidade, nas frutas, vegetais e em
produtos alimenticios de uso didrio. A concentracdo de tAs em diferentes grupos de

alimentos comercializados na América do Norte é apresentada na Tabela Il.
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Tabela 1. Concentracédo de arsénio total em diferentes grupos de alimentos do Canada.
Adaptado de World Health Organization®!,

Categoria de alimentos Média i Faixa -
Hg As/kg de peso umido  pg As/kg de peso imido
Leite e derivados 3,8 <0,4-26,0
Carne e aves 24,3 <1,3-536,0
Peixes e mariscos 1662,4 77,0-4.830,0
Sopas 4,2 <0,2-11,0
Pées e cereais 24,5 <0,1-365,0
Vegetais 7,0 <0,1-84,0
Frutas e sucos de frutas 45 <0,1-37,0
Gorduras e 6leos 19,0 <1,0-57,0
Acucar e doces 10,9 1,4-105
Bebidas? 3,0 0,4-9,0
Variados” 12,5 <0,8-41,0

3 Inclui café, cha, refrigerantes, vinho e cerveja engarrafada e enlatada.
® Inclui muffins de farelo, muffins com e sem passas, gelatina, passas, feijdo cozido e beterraba crua e
cozida.

Os compostos de arsénio foram utilizados por muito tempo na agricultura e
silvicultura como inseticida ou herbicida. Dentre outros usos pode-se citar: estimulante
de crescimento vegetal, controle de carrapatos e moscas em ovinos, preservante de
madeira, dessecante de algodédo e corante. Embora esse uso seja proibido atualmente, 0s
solos de algumas regides foram amplamente contaminados devido a utilizacdo intensiva
desses compostos de arsénio no passado e, devido a isso, as plantas cultivadas nesses
locais absorvem esses compostos do solo que acabam sendo distribuidos e acumulados
nos vegetais?®32,

A absorcdo dos compostos de arsénio nas plantas ocorre pelos mesmos sitios de
absorcdo do fosfato nas raizes, por estes compostos serem quimicamente analogos. Os
compostos de arsénio também sdo assimilados pelos sitios de absorcéo do silicio e os
cultivares de arroz, por serem conhecidos como grandes acumuladores de Si possuem,
portanto, tendéncia a acumularem grandes quantidades de arsénio. O fato das plantacdes
de arroz serem em sua maioria de arroz irrigado contribui ainda mais para a absorgédo
desse elemento, pois a mobilidade desses compostos aumenta nos solos encharcados
devido as condi¢des anaerobias. Alem disso, 0 uso de adubo organico nessas plantacdes,

resulta em um incremento da materia organica. Como consequéncia desse incremento, ha

7
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um aumento da atividade microbiana do solo, que por sua vez, contribui para a mobilidade
dos compostos de arsénio levando a uma maior absorgao, dessas espécies, pelas plantas3.

Em um estudo sobre as diferentes formas de As que podem ser encontradas em
vegetais, temperos e arroz provenientes da india, Signes-Pastor et al.** relataram o iAs'"
como a unica forma desse elemento em feijdo, tomate, cebola, couve-flor e berinjela. Em
cenoura e radite foi encontrado também MMAS representando entre 20-39% do total de
arsénio contido nas amostras. J& em temperos como coentro, acafrdo e feno-grego, o
MMASs representou 46%, 66% e 82% do total de arsénio contido nas amostras,
respectivamente. N&o foi detectado DMAS nos vegetais e temperos, o que difere do que
normalmente é observado no arroz, por exemplo, onde essa é a forma metilada de arsénio
mais abundante®,

Dessa forma, é de suma importancia dispor de métodos que tornem possivel a
separacdo e quantificacdo das diferentes espécies quimicas de As, mesmo quando as
mesmas estejam presentes em baixas concentracfes, visto que a analise de tAs ndo

fornece informacdes relevantes sobre a possivel toxicidade dos alimentos.

2.1.1.1. Legislacdo

A Resolucdo RDC N@ 42, de 29 de agosto de 2013, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA)®® brasileira, dispde sobre o regulamento técnico no
ambito do MERCOSUL sobre limites maximos de contaminantes inorganicos em
alimentos. Nessa legislagéo, dentre os tipos de alimentos relacionados estdo: cereais e
produtos de ou a base de cereais, excluidos trigo, arroz e seus produtos derivados e 6leo,
com o limite de 0,3 mg kg de iAs; trigo e seus derivados, exceto dleo, com limite de
0,2 mg kg de iAs; arroz e seus derivados, exceto 6leo, com limite de 0,3 mg kg* de iAs.
Portanto, a legislacdo brasileira ndo trata especificamente sobre o limite maximo de iAs
em alimentos infantis.

Na Unido Europeia, também ndo existia uma legislacdo especifica que tratasse
dos niveis de iAs em produtos alimenticios infantis. O que existia era uma recomendacéo
da WHO sobre a quantidade de iAs que poderia ser ingerida diariamente por cada quilo
de massa corporal - ingestdo diaria méxima toleravel provisoria (Provisional Maximum
Tolerable Daily Intakes, PMTDI) -, que era de 2,1 pg kg™ d!, sem menco a idade *°.

Em 2015, foi publicado o Regulamento (EU) 2015/1006 da Comissdo Europeia,
de 25 de junho de 2015, que alterou o Regulamento n° 1881/2006, incluindo teores
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maximos de arsénio, na forma inorganica, nos géneros alimenticios®’. O texto da
legislacio menciona as observacdes da EFSA®, de que criangas com menos de trés anos
de idade eram mais expostas ao iAs, devido a ingestao de produtos que tinham como base
0 arroz e determinou os limites maximos de iAs para 0s seguintes produtos: arroz para
producdo de alimentos destinados a lactentes e criangas jovens, limite maximo de
0,10 mg kg?; arroz branqueado ndo parboilizado (polido ou branco), limite
maximo de 0,20 mg kg?; arroz parboilizado e descascado, limite maximo de
0,25 mg kg*; waffles de arroz, limite maximo de 0,30 mg kg™.

Nos Estados Unidos da América ndo existe uma legislacdo que defina os niveis
maximos de iAs em alimentos, existe um limite definido apenas para iAs em agua
potavel®®. Ja na Republica Popular da China o limite maximo de iAs permitido no arroz
é de 0,15 mg kg* %,

Frente a essas exigéncias, é necessario o desenvolvimento de méetodos analiticos
que apoiem esse controle, sendo possivel, dessa forma, identificar e quantificar as
diferentes espécies quimicas de As nos alimentos, principalmente a espécie inorganica de
As, para que seja possivel avaliar sua toxicidade, para proteger, principalmente, a parte

da populacdo mais exposta, que sdo os bebés e criancas.

2.1.1.2. Arsénio em alimentos infantis

O aleitamento materno é a principal e mais adequada forma de alimentacédo
indicada para criancas até o sexto més de vida*®*!, Apos esse periodo, outros tipos de
alimentos sdo recomendados para complementar o leite materno, fornecendo energia
(Figura 2) e micro e macronutrientes para o desenvolvimento da crianca e, na maioria das
vezes, os alimentos infantis comerciais sdo utilizadas para essa finalidade**?. E
importante mencionar que o risco de exposicao de bebés e criancas a compostos toxicos
é maior porque eles consomem, relativamente, mais alimentos que um adulto, devido as

suas altas taxas metabdlicas®2228,
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Figura 2. Energia requerida, de acordo com a idade, (m) proveniente do leite materno e

de (m) fontes complementares. Adaptado da Organizacdo Mundial da Satide®!.

A alimentacdo complementar para a maioria dos bebés, apos 0s seis meses de
vida, ¢é realizada com mingaus produzidos a partir de arroz pré-cozido, seco e moido*.
Com o desenvolvimento da crianca, esse mingau é utilizado como a refeicao base onde é
adicionado puré de frutas e vegetais. Muitos produtos alimenticios destinados a
alimentacdo infantil como biscoitos, cereais e papinhas, também, possuem arroz ou
farinha de arroz em sua composigao*.

O uso abundante de alimentos baseados em arroz na dieta de bebés, a partir dos
seis meses de idade, pode explicar, em parte, 0 motivo pelo qual o nivel de arsénio
determinado em cabelos de criancas, com 1 ano de idade, foi 12,5 vezes maior que 0
encontrado em bebés com 1 més de vida®.

A Autoridade Alimentar do Reino Unido (United Kingdon Food Standard
Agency, UK FSA) orientou que néo fosse dado a criangas menores que 54 meses leite de
arroz como substituto ao leite materno, leite de vaca ou férmulas infantis (substitutas do
leite materno)*®, pois o uso frequente do alimento poderia levar a uma ingestdo de iAs
maior que a PMTDI recomendada pela WHO (World Health Organization)*’.

Mesmo ndo apresentando dados especificos acerca do teor de iAs em alimentos
para bebés, a WHO relatou que a faixa de concentracdo de tAs, em 75 diferentes alimentos
desse tipo, foi de 0,001-4,66 mg kg, mas néo foi especificada sua composicio*®.

Devido a introducdo de alimentos, que possuem como base o arroz, na dieta dos
bebés com mais de 6 meses de idade, varios estudos foram realizados para quantificar

tAs. Nesse sentido, Ljung et al.?® analisaram tAs em 8 alimentos para bebés
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comercializados no Reino Unido, dos quais, 5 eram a base de arroz e os outros 3 eram a
base de trigo, semolina e aveia. Para os alimentos a base de arroz a faixa de concentracao
de tAs foi de 17-33 pg kgt e nos outros alimentos foi de 1,0-3,3 pg kg™.

Em outro trabalho, Burlo et al.*® encontraram diferentes resultados de tAs, em
alimentos infantis comercializados na Espanha. Nesse estudo, a faixa de concentracéo de
tAs, nos alimentos a base de arroz, ficou entre 43-80 g kg™ e nos alimentos a base de
cereais, essa faixa foi de 9-39 pg kgt Os autores fizeram, também, uma curva de
correlacdo onde ficou evidente que a concentracdo de tAs estava diretamente relacionada
a quantidade de arroz presente na composi¢éo do alimento.

Recentemente, Llorente-Mirandes et al.*® determinaram tAs em 8 produtos
multicereais e 1 p6 para mingau composto apenas por arroz (single grain rice-based)
comercializados na cidade de Barcelona, Espanha. O teor de tAs nas amostras de
multicereais foi de 7,7-35,6 pug kg™* com um valor médio de 18 pg kg?. Ja na amostra de
p6 para mingau que continha mais de 90% de arroz em sua composicao, o teor de tAs foi
de 267,4 + 11,5 pg kg2, o que representa um aumento de uma ordem de magnitude em
relacdo aos produtos multicereais.

A EFSA, no ano de 2009, revisou os dados relativos a dieta da populacdo da
Unido Europeia e apontou em um relatério, a necessidade da producéo de dados sobre a
especiacdo de arsénio, particularmente, de iAs (forma mais toxica), para os diferentes
tipos de alimentos comercializados no bloco europeu. Dentre as conclusdes do relatorio
da EFSA, uma delas foi a de que criangas com menos de trés anos de idade eram mais

expostas ao iAs, devido & ingestdo de produtos que tinham como base o arroz¥.

2.1.2. Anélise de especiacdo quimica de arsénio em alimentos infantis

A palavra especiacéo de acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC), se refere a
distribuicdo das diferentes espécies quimicas de um determinado elemento em uma
amostra®. Ja o termo andlise de especiaco, tem como conceito a atividade analitica de
identificar e quantificar individualmente uma ou mais espécies quimicas de uma
amostra®2,

E importante mencionar que a anélise de especia¢io quimica de As é considerada
um desafio, principalmente, quando se trata da analise de amostras de alimentos. Esse

fato é atribuido a complexidade da matriz organica desse tipo de amostra, pois as espécies
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quimicas devem se manter em sua forma original para que se possa obter dados
representativos sobre a realidade da amostra?. As restri¢es analiticas, citadas pelo WHO,
incluem a falta de métodos validados para a anélise de especiacdo de As em alimentos e
a falta de materiais de referéncia de alimentos com concentracdes certificadas para as
diferentes espécies de As*. Outro fato relevante, é que pelo iAs ser de distribuicio
ubiqua, a andlise de especiacdo quimica desse elemento pode ser problemaética (altos
limites de detecc&o)®®.

2.1.2.1. Técnicas analiticas utilizadas para a analise de especiacdo quimica de As em

alimentos infantis

O desenvolvimento tecnolégico na area da quimica analitica instrumental,
tornou possivel a identificacdo e quantificacdo das diferentes espécies quimicas de As
presentes em uma amostra. Embora existam técnicas analiticas que possibilitaram a
analise de especiacdo de As, o numero de trabalhos publicados utilizando alimentos
infantis como amostras, ainda é bem limitado.

Na maioria dos trabalhos, além da determinacdo das espécies quimicas de As,
também ¢é feita a analise de tAs, para que possa ser feito o célculo de recuperagdo do
analito a partir da soma das espécies medidas (balango de massa). Na sec¢do 2.1.1.2 foram
apresentadas concentracfes de tAs em alimentos infantis. Essas determinacGes foram
realizadas com o uso da espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente
(ICP-MS) nas amostras decompostas por digestdo acida assistida por micro-ondas?4°°,

Ja no que diz respeito a analise de especiacdo quimica de As, é preciso a
utilizacdo de uma técnica que permita a separacao das espécies de As em uma etapa prévia
ao sistema deteccdo. Nesse sentido, geralmente sdo utilizadas técnicas de separacdo
baseadas em métodos cromatograficos. Pode-se citar o uso da cromatografia
liquida (LC)>*, cromatografia i6nica (IC)* e cromatografia de troca ibnica (AEC)>® como
técnicas de separacdo utilizadas para a separacdo das espécies de As em alimentos
infantis, sendo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)%%%¢ a mais utilizada.

J& a deteccdo de As, na maioria dos trabalhos é realizada com a técnica de ICP-
MS, sendo, portanto, necessario o acoplamento da técnica de separacdo com essa técnica
de deteccdo. Dentre essas técnicas acopladas, usadas na analise de especiacao quimica de

As em alimentos infantis, a mais utilizada é o HPLC-ICP-MS355,
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Para a analise de especiacdo quimica de As, independentemente do tipo de
técnica que ird se utilizar, é necessario que se utilize uma etapa de pré-tratamento da
amostra e, para isso, 0s métodos de extracio ou decomposicio sio os mais utilizadas. E
mandatdrio que o método de preparo de amostra escolhido, mantenha a integridade das
espeécies de As, contidas nas amostras.

O reagente mais empregado na extracdo de espécies de As em matrizes
complexas de alimentos infantis é o &cido nitrico*>°>¢ em solucGes diluidas e também
com o emprego de outros reagentes em conjunto, como o peréxido de hidrogénio®®>4,
Dentre outros reagentes testados e utilizados, pode-se citar o acido trifluoroacético
(TFA)3, 4cido cloridrico®, acido fosforico®’, 4cido acético®’, metanol-H.0 (1:1)°" e
hidroxido de tetrametilaménio (TMAH)®8. Além de diferentes reagentes, também sdo
utilizados alguns procedimentos que auxiliam a extracdo das espécies de As, como:
agitacio assistida por ultrassom®’8, extracdo assistida por micro-ondas*°0545659
agitacio mecanica™ e aquecimento®>8,

Em um trabalho que objetivou a especiacdo de As em arroz para bebés (pé para
mingau) por HPLC-ICP-MS, Meharg et al.®, utilizaram uma solucdo de &cido
trifluoroacético (TFA) 2 mol L e aquecimento para a extragio das espécies de As. Os
autores reportaram que a faixa de concentracdo da espécie toxica, iAs, foi de 0,06-0,16
mg kgt, com um teor médio de 0,11 mg kg*. Das 17 amostras analisadas, 8 apresentaram
teores de iAs maiores que o limite estabelecido pela legislacdo europeia (0,1 mg kg™). Ja
a concentracdo de DMAs, espécie menos toxica de As, ficou na faixa de 0,03-0,23 mg
kg?®. Os autores ndo reportaram a presenca de MMAs nas amostras analisadas e a
recuperacdo de As variou de 56,1 a 113,1%.

Llorente-Mirandes et al.>* determinaram iAs, MMAs e DMAs em 29 amostras
espanholas de alimentos infantis produzidos com arroz, por LC-ICP-MS. Como método
de extracdo foi utilizada uma solucdo de HNOs 0,2% (m/v) com H202 1% (m/v) sob
aquecimento em um forno de micro-ondas, a 95°C por 45 min. Os teores de iAs e DMAs
nas amostras analisadas variaram de 24,2 a 238,9 pg kg*! e 11,1 a 182,6 pg kg*,
respetivamente, enquanto que para a espécie MMAs as concentragcdes, em todas as
amostras, ficaram abaixo do LOQ (10 pg kg™). Para 0 iAs e 0 DMAs foram calculados
LOQs do método de 20 e 10 pg kg, respectivamente. Em 15 das 29 amostras analisadas
a concentragéo da espécie toxica iAs, excedeu o limite de 0,1 mg kg, estabelecido pela

legislacdo europeia. A recuperacdo de As ficou entre 81,4 e 102,7%.
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Em outro estudo, Jackson et al.>® determinaram iAs em 18 amostras de papinhas
para bebés, comercializadas em Hanover (EUA), por HPLC-ICP-MS. Para a extragéo das
espécies de As foi utilizada uma solucdo de HNO3 1% (m/v) com aquecimento em forno
de micro-ondas, a 95°C por 30 min. Os teores de iAs ficaram entre 5,71 e 16,92 pg kg™
Né&o foi relatada a presenca de MMAs e DMAs nas amostras. Um fato interessante € que
os autores identificaram, a partir das informag6es do rotulo, quais amostras continham
arroz em sua composigao e nelas foram encontradas as concentragfes mais elevadas de
IAs. A recuperacdo de As variou de 67 a 133%.

Carbonell-Barrachina et al.*® determinaram iAs e DMAs em 46 amostras de
alimentos infantis espanhois, por HPLC-ICP-MS. Os compostos de arsénio foram
extraidos das amostras por uma solucdo de HNOz 1% (m/v) aquecida em um forno de
micro-ondas, a 95°C por 30 min. As concentracfes de iAs ficaram entre 11 e
121 pg kg*. E importante salientar que das 5 amostras com composicdo 100% de arroz,
3 delas apresentaram teores de iAs maiores que o limite de iAs determinado pela EU
(0,1 mg kgl). Em relagdo ao DMAs, as concentragOes dessa espécie ficaram entre
5¢e 198 pg kgt. Os LOQs instrumentais foram de 5 pg kg™ para iAs e DMAs. Os autores
ndo calcularam a recuperacdo de As.

Juskelis et al.®, também utilizando a técnica de HPLC-ICP-MS, analisaram 31
amostras de diferentes alimentos infantis produzidos nos Estados Unidos. Para extragdo
dos compostos de arsénio foi utilizado HNO3 0,28 mol L™ sob aquecimento em um bloco
digestor, a 95°C por 90 min. As concentracdes de iAs encontradas ficaram entre
55,5-158 pg kgt e em 10 delas o teor de iAs determinado foi maior que o limite
de 0,1 mg kg, estabelecido pela UE. Os teores de DMAS nessas amostras variaram de
15,9 a 206 pg kg?. Os autores encontraram, também, MMAs em 29 das amostras
analisadas com concentragdes de 1,2-8,9 mg kg™. Os LOQs instrumentais foram de 13,1,
9,2 e 6,8 ug kg para iAs, MMAs e DMAs, respectivamente. A recuperagéo de As variou
de 85,8 a 106%.

A analise de especiacdo quimica de As em 10 tipos de alimentos infantis
finlandeses, produzidos com arroz, foi realizada por Rintala et al.* utilizando HPLC-ICP-
MS. Como preparo de amostra, foi utilizada a extragdo &cida assistida por radiagdo micro-
ondas e uma solucdo de HNO3 1% (n&o foi especificado a utilizagdo de m/v ou v/v), a
uma temperatura de 95°C por 30 min. O iAs foi detectado em 4 das 10 amostras
analisadas, em uma faixa de concentracdo que variou entre 0,07 e 0,21 mg kg, sendo

(ue apenas uma amostra apresentou uma concentragdo de iAs (0,21 mg kg™*) superior ao
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limite estabelecido pela legislagdo europeia (0,10 mg kg™). Nas outras 6 amostras, 0s
teores de iAs ficaram abaixo do LOQ/LOD, que foram de 0,06 e 0,03 mg kg?,
respectivamente. Embora tenha sido relatada a presenca de DMAs em algumas amostras,
essa espécie ndo foi quantificada. Os autores relataram algumas desvantagens da
utilizacdo de tampdes de carbonato como eluentes na separacdo das espécies de As por
HPLC, como o longo tempo de retencdo (45 min de tempo de analise, excluindo-se o
preparo da amostra) e o alargamento do pico da espécie iAs”.

Em um outro trabalho, Llorente-Mirandes et al.>® determinaram iAs, MMAs e
DMAs em 9 amostras compradas na cidade de Barcelona, das quais, 7 eram de
multicereais, 1 de trigo organico para mingau (pd) e 1 de arroz para mingau (p6), porém
utilizando a técnica de IC-ICP-MS. Para o preparo das amostras foi utilizado o0 mesmo
método de extracdo aplicado no trabalho descrito anteriormente, realizado pelos mesmos
autores®. Os resultados de iAs variaram de 10,5 a 26 pg kg?, para as amostras
multicereais. Nas amostras de trigo organico e arroz os teores de iAs foram de
8,1 +1,3ugkg?e 74,3 +0,6 ug kg?, respectivamente, estando em conformidade com o
limite determinado pela legislacéo europeia (0,1 mg kg™). Na amostra de arroz também
foram encontradas concentracdes de 6,3 + 0,5 pug kg™ e 175 + 3,7 ug kg de MMAs e
DMAs, respectivamente. Os LOQs instrumentais foram de 1,2, 0,9 e 1,1 pg kg* para iAs,
MMAs e DMAs, respectivamente. A recuperacao de As ficou entre 94 e 108,3%.

Apesar das vantagens relativas ao uso da deteccdo com o ICP-MS, como baixos
limites de deteccdo, a técnica possui alto custo e ndo estd disponivel em todos o0s
laboratérios. Além do mais, quando é utilizada acoplada a uma técnica cromatogréafica
(IC, AEC, LC ou HPLC), os alimentos infantis precisam ser submetidos a um método de
preparo de amostra que objetiva a extracdo das espécies de As. Esses, métodos sao
morosos, pois envolvem, geralmente, uma extracdo acida, muitas vezes assistida por
micro-ondas, centrifugacdo e filtracdo. Nesse sentido, outras técnicas sensiveis como a
geracdo de hidretos (HG) combinada com diferentes tipos de detec¢do, como
espectrometria de absorcdo atbmica (AAS) ou espectrometria de fluorescéncia atdmica
(AFS), surgem como uma alternativa, pela sua simplicidade, baixo custo e possibilidade
de minimizacdo das etapas de preparo de amostra. A utilizacdo da HG é vantajosa para
quantificacdo de As por promover uma separacdo do analito da matriz da amostra,
reduzindo possiveis interferéncias quimicas e espectrais no atomizador, além de permitir
a pré-concentracdo e de ser uma técnica com sensibilidade adequada para determinagéo

de As em amostras de alimentos infantis. Além do mais, por esse tipo de alimentos serem
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solidos ou pastosos, a utilizacdo dessa tecnica permite a utilizacdo das amostras na forma
de suspensdes, que envolve métodos minimos, rdpidos e brandos de preparo de
amostra®%,

Matos-Reyes et al.>’ utilizaram a espectrometria de fluorescéncia atdmica com
geracdo de hidretos (HG AFS) para a analise de especiacdo de As em amostras de cereais
comercializados na cidade de Valéncia, Espanha. Os autores ndo utilizaram nenhuma
técnica de separacdo prévia a deteccdo por AFS. O método foi baseado na geracdo seletiva
de hidretos com o emprego de solu¢bes HCI e do redutor tetrahidroborato de sédio com
0 uso de 5 concentracOes diferentes (de cada um deles) e pela adicdo ou ndo dos pré-
redutores iodeto de potassio e acido ascorbico. Apos a coleta dos dados, de cada uma das
condicGes empregadas, foi utilizada uma série de equacgdes proporcionais que levava em
conta a sensibilidade das espécies de As nas diferentes condi¢bes reacionais testadas na
HG para o célculo das concentracdes de iAs'", iAsY, MMAs e DMAs. Os autores
relataram uma concentracio de iAs de 79 ug kg™ e 80 pg kg nas amostras de arroz e
semolina, respectivamente. As concentracfes de MMAs eDMAs foram ambas inferiores
a5 pg kg para as duas amostras. A recuperacgdo de As foi de 81 e 98% nas amostras de
arroz e semolina, respectivamente. E importante salientar que os autores estudaram
diferentes métodos de preparo da amostra na forma de suspensao, isto é, solugdes de
diferentes reagentes mediante agitacdo ultrassonica, sendo eles: HCI 6 mol L%,
HNOs 1 mol L, &cido acético 1 mol L™, HsPO4 1 mol L™, 4gua régia, TFA 2 mol Lt e
uma mistura de metanol e agua (1:1). Embora as amostras tenham sido preparadas na
forma de suspensdo, 0s autores relatam que as mesmas passaram por centrifugacéo e
somente o sobrenadante foi analisado. Os melhores resultados foram obtidos com a

utilizacdo das solucdes de HCI e de H3POa.

2.1.3. Espectrometria de Absorc¢éo atbmica com geracéo de hidretos

A utilizacdo da geracdo de hidretos (HG) acoplada a espectrometria de absorcao
atbmica foi citada primeiramente por Holak®!, em 1969, na determinacio de arsénio. A
partir desse momento, a técnica de espectrometria de absorc¢do atbmica com geracao de
hidretos (HG AAS), vem sendo utilizada para a determinagdo de arsénio, antimoénio,
bismuto, estanho, germaénio, selénio, telirio e chumbo devido sua simplicidade,

sensibilidade e seletividade®.
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A base da HG AAS ¢ a conversédo do analito ao seu hidreto volatil gasoso para
posterior introducdo em um atomizador. Quanto a utilizacdo da HG AAS, pode-se citar
como vantagens: a separagdo do analito da matriz, o emprego de elevados volumes de
amostra, o relativo baixo custo operacional, a possibilidade de pré-concentracdo do
analito na fase gasosa, a viabilidade da analise de especiacdo, a geracdo seletiva dos
hidretos, bem como, a automagéo do sistema. Entretanto, o fato de poucos elementos
formarem hidretos volateis estaveis a temperatura ambiente pode ser citado como uma
limitacdo da técnica de HG AAS. A técnica de HG AAS é composta por trés etapas
distintas, sendo elas: (i) o preparo da amostra, (ii) a geracdo do hidreto volatil e (iii) a
atomizacao/detecgdo® %294,

Existem trés modos diferentes da geracdo de hidretos (HG): fluxo continuo,
injecdo em fluxo e batelada. Essa geracdo consiste na formacdo e desprendimento do
hidreto da solucdo da amostra, isto €, o analito presente na amostra € convertido a hidreto
e ap0s sua liberacdo para a fase gasosa, 0 mesmo é conduzido até o atomizador/detector,
com o auxilio de um gas de arraste. No que diz respeito a HG, elementos como o
antimdnio, arsénio, selénio e telurio, que geralmente estdo presentes nas amostras em suas
formas oxidadas (maiores estados de oxidacdo), necessitam ser pré-reduzidos
previamente a HG, para que possam ser convertidos aos seus respectivos hidretos. Os
procedimentos mais empregados para a pré-reducdo dos analitos, como AsY e ShV,
envolvem a utilizacdo de iodeto de potéssio e/ou acido ascorbico e a L-cisteina®.

Muitas reacGes quimicas podem ser empregadas para converter o analito,
presente em uma amostra, a hidreto. Nos primérdios da técnica de HG a reducéo do As'"
era realizada por Zn metalico em uma solucéo de &cido sulfurico ou &cido cloridrico.
Entretanto, no presente, essa forma de geracdo de hidretos ndo é mais utilizada devido a
reacdo com o uso do tetrahidroborato de sédio (THB) em meio &cido (geralmente HCI)
apresentar maior rendimento de redugdo, menor tempo de reacdo e menor contaminagédo
dos brancos. Além do mais, menores quantidades do THB sdo necessarias no meio
reacional, visto que sua decomposicdo é completa e ocorre rapidamente. Contudo, a
eficiéncia da reacdo, durante a HG, depende do controle do pH do meio reacional, ndo
podendo ocorrer mudancas significativas na sua acidez e, também, de temperatura e
volume. O mecanismo da reacdo de reducdo com o THB foi amplamente discutido na
literatura ao longo dos anos e por muito tempo o mecanismo do “hidrogénio nascente”,
foi 0 mais aceito. Nesse mecanismo, 0 BH4", em meio &cido, era decomposto rapidamente

em acido borico e hidrogénio nascente através das reages®®?:
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BH4 + H* + 3H,0 — B(OH)3 + 8H Reacdo 1

A™ + (m+n)H — AH, + mH"* Reacdo 2

A decomposicdo do THB se completa ap6s poucos microssegundos em meio
acido e nesse mecanismo, o hidrogénio nascente reduzia o analito (A) a hidreto resultante
da Reacdo 1. Esse mecanismo, mesmo sendo empirico, foi geralmente aceito, até a
proposicdo do mecanismo baseado na transferéncia direta do hidrogénio®®2.

No mecanismo de transferéncia do hidrogénio, ocorre a transferéncia direta do
hidrogénio do &omo de boro para o dtomo do analito, através da formacdo de um
complexo do tipo analito-hidreto de boro. O mecanismo é baseado em duas cadeias de
reacOes: na primeira o BH4 € hidrolisado formando &cido bdrico via trés intermediarios
hidroliticos; e na segunda, ocorre a transferéncia do hidrogénio para o analito (como

exemplo foi utilizada a formagc&o da arsina)®®2. A representacéo das reagdes é:

BHs — H>O — BH3 — H20 — BH,OH — H20 — BH(OH)2, — H3BOs Reacdo 3
As(OH)z — HAs(OH)2. — H2As(OH) — H3As Reacdo 4

Na Reacédo 3, em cada passo, ocorre a perda de uma ligacdo B—H e cada uma
dessas quatro espécies de hidreto de boro (HB) presentes na mistura reacional, pode
transferir um hidrogénio para o analito, substituindo um de seus grupos hidroxila, como
pode ser visto na Reacdo 4, tendo como resultado a geragdo do hidreto do analito®?,

O controle do pH do meio reacional durante a HG, é uma ferramenta que pode
ser utilizada para a geracdo seletiva de hidretos, isto é, pode-se promover a formacéao de
hidretos a partir do analito com diferentes estados de oxidacdo. Essa abordagem se utiliza
do fato da geracdo de hidretos, como as arsinas, ser favorecida para as espécies de As
protonadas e pelos valores de pKa para as espécies iAs'"! e iAsY serem diferentes. Com
iss0, a baixos valores de pH (perto de 1) a reacdo com THB ira gerar arsinas a partir das
espécies tri- e pentavalentes (incluindo-se também as espécies metiladas), enquanto que
em um pH mais alto (acima de 6) as espécies pentavalentes se ionizam (desprotonacao) e
as arsinas sdo formadas somente a partir das espécies trivalentes. Apds se obter os
resultados com a utilizaco do pH baixo e alto, as quantidades das espécies de As'"' e AsY

podem ser calculadas por subtracdo®-%. Essa ferramenta ja foi utilizada para analise de
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especiacdo de As em materiais biol6gicos®*®, incluindo o estudo de metabdlitos de As
em seres vivos’® e amostras ambientais® 'L, Entretanto, alguns autores relataram como
uma dificuldade dessa abordagem, as distintas sensibilidades obtidas para as espécies de
As, e em virtude disso, foi necessario a construcéo de curvas de calibracdo para cada uma
das espécies de As geradas em pH 1 e 6, 0 que despendeu de muito tempo®:7°,

Com intuito de superar essa dificuldade e facilitar o procedimento de calibracéo,
0 grupo de pesquisa do Prof. Jifi Dédina propds a utilizacdo da geracdo seletiva de HG
na presenca ou auséncia de uma etapa de pré-reducéo das espécies de As, com 0 emprego
de um agente pré-redutor. Para a pré-reducdo do iAs¥, normalmente, era utilizado o iodeto
de potassio combinado com o &cido ascorbico, ou com uma alta concentracdo de HCI,
mas devido a baixa estabilidade e necessidade da utilizac&o de alta concentrac¢des de Kl
e HCI, para que a pré-reducdo fosse completa, os autores sugeriram o uso da L-cisteina-
HCI. Essa substancia reduz as espécies pentavalentes de As para suas formas trivalentes
e reage com eles formando derivados de arsenotiol e, além disso, aumenta a eficiéncia da
HG pela formacdo de borano complexos. Como consequéncia da pré-reducao se obtém
uma uniformizacio das sensibilidades das espécies de iAsY, MMAsY e DMAsY
possibilitando, assim, que a curva de calibracdo seja construida com apenas uma unica
espécie de As. Por outro lado, em virtude da HG ser eficiente apenas em uma pequena
faixa de concentragdo de HCI (0,01-0,1 mol L), com o emprego da L-cisteina, os autores
propuseram o uso de uma solugdo tamp&o de Tris-HCI 0,75 mol L, com pH 6, o que
permitiu um maior controle do pH do meio reacional durante a HG e eliminou o problema
de utilizagdo da L-cisteina para a pré-redugio® >3,

Nessa abordagem, a amostra foi separada em duas aliquotas: (i) onde era
adicionada a L-cisteina e, portanto, todas as espécies de As foram pré-reduzidas as suas
formas trivalentes; e (ii) onde o pré-redutor ndo foi adicionado e as arsinas foram geradas
apenas a partir das espécies de As trivalentes. Dessa forma, os resultados obtidos para as
espécies de As na aliquota i correspondiam a soma das espécies trivalentes e
pentavalentes e na aliquota ii, representavam apenas as espécies trivalentes. No final, por
diferenga dos resultados obtidos em i e ii, foram calculados os valores referentes as
espécies pentavalentes na amostra®®.

Sempre se utiliza um excesso de varias ordens de grandeza do agente redutor em
relacdo ao analito, na geracdo de hidretos. Esse excesso, gera um grande volume de
hidrogénio que transfere o hidreto formado da mistura reacional para a fase gasosa.

Normalmente é utilizado um gas de arraste, que € inserido na mistura de
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reagentes/amostra antes de sua entrada no separador gas-liquido (GLS), ou pode ser
também, borbulhado na mistura reacional, dentro do GLS. Esse gas ajuda na liberacéo
dos hidretos do meio liquido, diminuindo a necessidade de altas concentragdes de THB
e, também, auxilia no carreamento dos hidretos gerados®.

Ap0s a geracdo dos hidretos, os mesmos sao transportados com o auxilio de um
gas de arraste para o atomizador/detector. Existem vérios tipos de atomizadores que
podem ser utilizados para a atomizacdo do analito (na forma de hidreto) em um
instrumento de AAS, sdo eles: tubo de quartzo (QTA), forno de grafite, chama difusa,
atomizadores metalicos e chama com gas de protecdo. A atomizacdo em forno de grafite
na HG AAS se consolidou na metade dos anos 90 e, desde entdo, juntamente com 0 QTA,
divide a posicdo de atomizador mais utilizado®2,

Levando em conta a andlise de especiacdo quimica de arsénio (inorganico e
organico), a atomizacdo ndo pode ser realizada no forno de grafite, visto que sua
utilizagdo envolve uma etapa de coleta “in situ” na parede do tubo de grafite ou plataforma
integrada do tipo PIN e dessa forma, o As proveniente das diferentes espécies quimicas,
seria atomizado simultaneamente. Nesse caso, a utilizacdo de atomizadores do tipo QTA
¢ mais indicada, pois possibilita a atomizacdo dos hidretos assim que 0s mesmos sdo
introduzidos no tubo dptico, visto que eles sdo aquecidos continuamente (900 °C) por
meio de uma chama ou resisténcia elétrica, ambas externas. Além do mais, 0s QTAS
possibilitam um maior tempo de permanéncia dos atomos livres no caminho Optico,
aumentando a sensibilidade.

O mecanismo de atomizagdo no QTA € baseado na formacdo de hidrogénio
radicalar proveniente da reacdo do hidrogénio, que é advindo da decomposic¢do do THB,
e tracos de oxigénio presente na amostra e/ou gas de arraste. As desvantagens mais
relevantes inerentes ao QTA sdo a suscetibilidade a interferéncias na etapa de atomizacao
e, normalmente, a reduzida linearidade das curvas de calibracdo. Os problemas
relacionados a utilizacdo desse atomizador devem-se ao fato dos atomos no estado
fundamental, serem suscetiveis a reagir quimicamente, apds sairem da nuvem atémica,
ainda dentro do QTA. Isso ocorre em virtude de a nuvem atdmica estar mais concentrada
no ponto de confluéncia dos gases, localizado no centro tubo Optico, onde a formacéo de
hidrogénio radicalar € mais intensa. A densidade desses radicais hidrogénio vai
diminuindo ao longo do tubo Optico, nas duas direcBes, ocasionando esse

problema%?74-7¢,
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Com o objetivo de solucionar as dificuldades observadas com o uso do QTA
convencional, D&dina e Matousek”™® propuseram um novo atomizador que é apresentado
na Figura 3. O multiatomizador (multiatomizer — multiple microflame quartz tube
atomizer), foi idealizado para aumentar a producdo de hidrogénio radicalar a partir de
microchamas formadas nos orificios espalhados ao longo do tubo de quartzo interno.
Sendo assim, o atomizador é composto por dois tubos de quartzo concéntricos (145 mm
de comprimento e 6 mm de d.i.), com orificios posicionados na parede do tubo interno
(tubo Optico), como pode ser visto na Figura 3. O tubo externo ndo possui orificios e pelo
espaco existente entre os dois tubos € introduzido ar comprimido com o objetivo de
fornecer oxigénio para a formagdo de microchamas. Quando o oxigénio do ar entra em
contato com gas hidrogénio que estd na parte interna do tubo interno, se formam
microchamas que aumentam a geracdo de hidrogénio radicalar estabilizando a nuvem
atdbmica ao longo do tubo déptico. Como vantagens da utilizacdo do multiatomizador os
autores citam: melhores limites de deteccdo, aumento da faixa linear de trabalho e um
incremento na resisténcia a interferentes de uma a duas ordens de grandeza, quando

comparado 0 QTA convencional ”>7®,

Orificios para entrada de ar no tubo dptico

,'/ \‘; /T
N—t

&

—

TERRA-
—

J‘E <+— Entrada de ar

i

1 Entrada das arsinas volateis

Figura 3. Esquema do multiatomizador de quartzo utilizado para a analise de especiacao

de arsénio por HG-CT-AAS automatizado. Adaptado do original cedido por Jifi Dédina.

Os hidretos gerados podem ser submetidos a dois tratamentos distintos, no que
diz respeito ao seu transporte até o atomizador. Nesse sentido, existem duas formas

basicas da HG AAS: (i) a transferéncia direta e (ii) a pré-concentracdo. No método de
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transferéncia direta, o hidreto liberado da solucdo da amostra é transportado diretamente
para o atomizador/detector. J& no método de pré-concentracdo (do inglés “trapping”), o
hidreto € aprisionado em um dispositivo de coleta até a finalizacdo do processo de HG e
somente depois disso, € liberado e transportado, todo de uma vez, para O
atomizador/detector®?,

O procedimento de pré-concentragdo foi muito empregado nos anos iniciais da
utilizacdo da técnica de HG quando a velocidade de liberagcdo dos hidretos, do meio
reacional, era lenta. Com o inicio do uso do THB como agente redutor, a necessidade de
coleta dos hidretos foi reduzida drasticamente e a forma de transferéncia direta, que €
mais simples, passou a ser mais empregada. Atualmente, a pré-concentracdo é empregada
para aumentar a sensibilidade do método ou objetivando a analise de especia¢do quimica
e é usualmente feita em um coletor criogénico. Esses coletores sdo normalmente
compostos por um tubo em forma de “U”, preenchido ou ndo com uma fase estacionaria,
imerso em nitrogénio liquido.

O procedimento de pré-concentragdo, consiste em duas etapas: (i) coleta e (ii)
volatilizacdo/atomizacdo. Na etapa de coleta, os hidretos do analito séo transportados do
GLS até o coletor, onde sao retidos, mas permite a passagem do hidrogénio (gerado na
HG) e do gas auxiliar (normalmente He). Na segunda etapa, os hidretos retidos no
dispositivo sdo volatilizados pelo aquecimento do coletor e transportados para a
atomizac&o/deteccdo®. Uma variedade de dispositivos de aprisionamento criogénico,
para diferentes analitos, incluindo os materiais de preenchimento utilizados e, também, o
tipo de dessecadores empregados para remog¢do do vapor de agua e aerossoéis da fase
gasosa proveniente do separador gas liquido (para evitar o bloqueio do coletor criogénico
pelo congelamento da agua), ja foram descritos>77-82,

A utilizacdo de uma etapa de pré-concentracdo, como o aprisionamento
criogénico (CT), na técnica de HG AAS, além de ter tornado possivel a andlise de
especiacao, proporcionou a obtencéo de baixos limites de deteccdo e custo relativamente
baixo, vindo a ser uma boa alternativa frente ao alto custo de aquisicdo e operacdo dos
instrumentos empregados na técnica de HPLC-ICP-MS®536063 até entdo utilizada para a

andlise de especiacio quimica de As®5°0.5456,
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2.1.4. Geracao de hidretos aplicada a analise de especiacédo de As

Uma das primeiras citaces da utilizagcdo do aprisionamento criogénico, como
uma etapa de separacdo das espécies de As, data de 1977 e foi aplicado para analise de
amostras ambientais (agua de lagos). Nesse trabalho, Braman et al.®2 utilizaram a geracéo
de hidretos seguida de um sistema de aprisionamento criogénico, com um tubo em forma
de “U”, envolto por uma resisténcia elétrica, mergulhado em nitrogénio liquido. Na
sequéncia existia um dessecador com hidroxido de sodio e por ultimo o sistema de
deteccdo, composto por uma célula de descarga elétrica. Como fase estacionaria no tubo
em forma de “U”, foram utilizadas pérolas de vidro. As amostras eram injetadas em uma
camara de reagéo e na sequéncia era adicionada uma solucdo de NaBHs 2% (m/v) para a
geracdo das arsinas volateis. Gas hélio foi injetado no meio reacional e as arsinas liberadas
do liquido foram pré-concentradas no sistema de aprisionamento criogénico por 6-8
minutos. Feito isso, o nitrogénio liquido era retirado e o tubo “U” comegava a ser
aquecido para a volatilizacdo das arsinas retidas de acordo com os seus pontos de
ebulicdo. Para a determinacdo das espécies trivalentes, as amostras foram tamponadas
com biftalato de potéassio (pH 3,5). Em um segundo momento, ap0s a geracao das arsinas
provenientes das espécies trivalentes, as mesmas aliquotas das amostras, foram
tamponadas com acido oxalico (pH 1-1,5) para a determinacdo das espécies de As
pentavalentes. Os autores citam que também foram detectados sinais de MMAsY, DMAsY
e de compostos trimetilados nas amostras. Os limites de deteccdo relatados foram de
0,2 ng (iAs"! iAsY e MMAsY) e 1 ng (DMAsY e TMAs'".

Em uma publicaco no ano de 1997, Howard®® revisou a utilizagio do THB em
técnicas de especiacdo de elementos em nivel de traco. Nessa revisao sdo citados trés
trabalhos®® que utilizam a técnica de geracdo de hidretos com aprisionamento
criogénico e detecgdo por espectrometria de absorcdo atomica (HG-CT-AAS) e outros
dois®87 que, além de utilizar a técnica, citam a utilizagdo do Chromosorb como fase
estacionaria no tubo “U”.

Um ano mais tarde, Howard e Salou® estudaram a utilizacdo de substancias a
base de enxofre (L-cisteina, 2-mercaptoetanol, 2,3-dimercapto-1-propanol, acido 3-
mercapto propidnico, dietilditiocarbamato de sodio, acido tioglicolico e tioureia) como
pré-redutoras na determinacgéo de iAs, MMAs e DMAs com a técnica de HG-CT-AAS.
Os reagentes pré-redutores foram adicionados as solugdes padrdo 20 minutos antes da

analise. Os autores relatam que apenas o &cido tioglicélico apresentou resultados
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comparaveis aos obtidos com a L-cisteina e as outras substancias testadas néo
ocasionaram nenhum aumento no sinal analitico de As, em absorvancia, nas condi¢des
empregadas. Na sequéncia, foram feitos estudos com a utiliza¢éo da L-cisteina e do &cido
tioglicolico, com objetivo de verificar o tempo de pré-reducdo necessario para que as
especies de As atingissem os valores maximos de absorvancia. Foi constatado que com a
utilizacdo do &cido tioglicélico essa condicdo era alcancada quase que imediatamente
apos a sua adicdo e ja, com a L-cisteina, isso apenas ocorreu ap6s 15-20 minutos.
Entretanto, os autores concluiram que, além de ambos os reagentes terem sido efetivos na
uniformizacéo da sensibilidade das diferentes espécies de As, 0 uso do acido tioglicdlico
ndo era indicado em virtude de sua toxicidade. Além do mais, com o uso da L-cisteina,
menores concentracdes de &cido eram requeridas na reducdo com o NaBHa4, 0 que reduziu
os valores dos brancos analiticos, possibilitando a determinacdo de niveis muito baixos
de As%,

Um sistema de HG-CT-AAS automatizado para a analise de especiacdo de As
em amostras biologicas (células de carcinoma hepatocelular humano), foi proposto, em
2008, pelo grupo de pesquisa do Prof. Jifi Dédina®®. A palavra “automatizado” se refere
a parte do sistema de aprisionamento criogénico que foi completamente controlado por
um acessorio de andlise de injecdo em fluxo (FIAS). No caso de amostras bioldgicas, a
identificacdo do estado de oxidacdo das espécies quimicas de As (inorganicas e metiladas)
é importante para que se possa entender 0s mecanismos metabdlicos de transformacéao do
As no organismo. As espécies volateis de As, da amostra, eram produzidas a partir da
reagdo do NaBH4 com um tamp&o Tris-HCI (0,75 mol L) com pH 6 e eram aprisionadas
em um tubo em forma de “U” preenchido com Chromosorb, imerso em nitrogénio liquido.
Posteriormente, as arsinas eram volatilizadas, de acordo com seus respectivos pontos de
ebulicdo e/ou propriedades cromatograficas da fase estaciondria, pelo aquecimento
gradual através de uma resisténcia elétrica envolta no tubo “U”. Na sequéncia, as espécies
foram atomizadas em um multiatomizador, que ja foi descrito anteriormente e detectadas
por AAS. Os autores enfatizam que o procedimento proposto requer uma minima etapa
de preparo de amostra, a0 menos para as amostras utilizadas, quando comparado com as
técnicas acopladas, que envolvem a utilizagdo de uma separacdo cromatogréafica (LC,
HPLC, AEC e IC) e detecgdo por ICP-MS35:°054-56

Além da proposicao desse sistema automatizado, os autores focaram os estudos
na anélise de especiagdo seletiva de As, para que fosse possivel identificar, também, o

estado de oxidacdo das espécies de As que estavam presentes na amostra. O procedimento
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foi 0 mesmo descrito na se¢do 2.1.3 para a geracdo seletiva com a utilizacdo de um pré-
redutor. Os autores destacaram, a necessidade do emprego do multiatomizador e a
utilizacdo da correcdo de fundo com deutério para eliminar uma interferéncia que foi
somente observada com a utilizacdo da L-cisteina. Com o uso da L-cisteina-HCI, as
espécies de As (com excecdo do TMAsVO) apresentaram a mesma sensibilidade o que
possibilitou que a curva de calibracdo fosse construida com apenas uma das espécies de
As. Os limites de deteccdo instrumentais foram 0,18 ng e 0,6 ng para iAs e espécies
metiladas, respectivamente®3,

No mesmo ano, Hernandes-Zavala et al.*® em colabora¢io com o grupo de
pesquisa do Prof. Jiti D&dina, aplicaram o sistema automatizado de HG-CT-AAS®® com
multiatomizador, na determinacdo das espécies de iAs, MMAs e DMAs (lll e V) em
tecidos bioldgicos (células da bexiga), células cultivadas na presenca de iAs'"! e em partes
dissecadas de ratos que foram submetidos a ingestdo de agua com iAs'!. As amostras
foram homogeneizadas em agua e digeridas com H3POx 2 mol L™ por toda uma noite,
apos esse procedimento as amostras foram neutralizadas com hidréoxido de sédio. A HG
foi realizada com a utilizagdo de NaBH4 1% (m/v) com NaOH 0,02% (m/v) e Tris-HCI
0,75 mol L% com pH 6 (no canal do 4cido). Ap6s a geracéo, as arsinas foram transportadas
para o sistema de aprisionamento criogénico com auxilio de uma mistura He e H, com
vazdes de 76 e 15 mL min, respectivamente. Nos animais submetidos a ingesto de agua
com iAs'"" na agua, foi observado no figado, em comparagdo com o musculo, a maior
concentracdo de As, a qual estava na forma de DMAs. Os autores relataram LODs
instrumentais de 9-20 pg para as espécies trivalentes e de 8-20 pg para as especies
pentavalentes. As recuperacdes de As ficaram entre 78-117%.

Em outro estudo, Currier et al.®! reportaram a utilizaco do sistema de HG-CT-
AAS®? automatizado na analise de espécies metiladas tri- e pentavalentes de As, com 0
uso de pré-reducdo e o tampéo de Tris-HCI 0,75 mol L na HG, conforme proposto
anteriormente®. Para o preparo das suspensdes da amostra ou homogeneizados da
amostra (termo utilizado pelos autores), foi utilizado um sistema de homogeneizacéo
construido pelos proprios pesquisadores. O sistema era composto por uma haste metalica
com uma estrutura de teflon em uma das pontas. A outra ponta era fixada em uma
furadeira doméstica de mao e a haste era inserida em um frasco de vidro do tipo “tubo de
ensaio” onde estava uma pequena por¢do da amostra. A furadeira era entdo acionada e a
estrutura de teflon comecava a girar e a homogeneizacéo ocorria pelo atrito da amostra,

que ficava entre o teflon e a parede de vidro. Para evitar possiveis mudancas no estado de
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oxidacdo das espécies de As, pela elevacdo de temperatura da amostra ocasionada pelo
atrito durante o processo, o frasco de vidro era mantido em um banho com gelo. Os
autores focaram a discussdo dos resultados nas espécies metiladas trivalentes por serem

metabolitos de As, ap0s a exposicdo dos organismos ao i1As'". Como concluséo, foi

" continuou na

relatado que 66% do As determinado no figado do rato exposto ao iAs
forma trivalente, dos quais aproximadamente 12% estavam na forma de MMAs'" e 45%
como DMAs'",

Como um novo avanco da técnica de HG-CT-AAS, recentemente, Svoboda et
al.% propuseram a miniaturizagdo do sistema de aprisionamento criogénico. Os autores
utilizaram o termo “capilar em forma de U” para se referirem ao novo sistema de
aprisionamento criogénico. O sistema foi construido com um capilar de silica fundida
ndo-polar coberto com poliamida (20 cm, 0,53/0,65 mm de d.i./d.e., respectivamente)
sendo que 90% do seu comprimento (18 cm) ficava dentro de um tubo PTFE (0,75/1,56
mm de d.i./d.e., respectivamente) para proteger o capilar de danos mecéanicos e danos
causado por alta pressdo. Aproximadamente, 1/3 do comprimento do sistema ficava
imerso em nitrogénio liquido para a coleta das arsinas e na etapa de volatiliza¢do néo foi
utilizado nenhum aquecimento, o capilar apenas foi retirado do nitrogénio liquido e
exposto a temperatura ambiente. Foi necessario a utilizacdo de um dessecador de NaOH,
posicionado entre o GLS e o capilar, para remover 0s aerossOis e vapor de agua
provenientes do GLS. Os autores observaram que, ao contrario da HG-CT-AAS, ndo foi
necessario o uso da correcdo de fundo com deutério. Foi concluido que o sistema
miniaturizado proposto demonstrou 0 mesmo desempenho obtido com o tubo em forma
de “U” convencional utilizado na HG-CT-AAS.

Apds uma intensa revisdo da literatura sobre a HG-CT-AAS, foi constatado que
ndo existem trabalhos que relatam a especiacdo de As em alimentos infantis com a
aplicacdo dessa técnica. A falta de estudos que explorem a utilizagéo da técnica de HG-
CT-AAS, somado ao fato do crescente interesse na especiacdo quimica de As em

alimentos infantis, reforcam a importancia da realizacao desse trabalho.

2.1.4.1. Preparo de amostra para especiacao de As por HG-CT-AAS

O preparo de amostra é considerado a etapa mais critica da analise de especiacéo
guimica de As. Esse preparo deve ser eficiente, garantindo que as espécies de As, contidas

na amostra, sejam quantificadas sem que as formas originais das mesmas sejam
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comprometidas. Os maiores problemas estdo relacionados com as baixas recuperacoes
das espécies de As, oxidacdo ou reducdo entre iAsY e iAs'!! e a conversio das espécies
organicas de As em iAs%®%,

Dificuldades significativas sdo reportadas na determinacdo quantitativa de iAs
em amostras, como o arroz. Ja se sabe que o iAs esta fortemente ligado aos grupos SH
encontrados em proteinas do hialoplasma e de componentes macromoleculares desse
gréo, dessa forma, o uso de condigdes brandas para o preparo desse tipo de amostra pode
ndo ser eficiente na determinacéo de iAs. Por outro lado, as formas organicas de As, como
0 DMAs, ndo estdo ligadas quimicamente a grandes estruturas presentes no grao e,
portanto, dependem menos do método de preparo de amostra empregado®%%%,

No entanto, etapas de pré-tratamento da amostra que objetivam sua
dissolucdo/decomposicdo, além de aumentarem o tempo de realizacdo da analise, podem
causar a conversdo das espécies de As contidas na amostra. Frente a isso, 0 uso da amostra
na forma de suspensédo, com a utilizacdo da técnica de HG acoplada a AAS (que também
pode ser aplicada a HG-CT-AAS), surge como uma boa alternativa para contornar esses
problemas, pois evita a digestdo da amostra por métodos de oxidacdo timida ou a seco®’.

O preparo da amostra na forma de suspensdo comecou a ser utilizado em 1974
por Brady et al.®®% e ainda continua sendo empregado até os dias atuais. O uso de
suspensdes permitiu combinar as vantagens significantes dos métodos de amostragem
solida (reducdo do tempo de preparo de amostra, diminuicdo do risco de contaminacgéo
da amostra) e liquida (injecdo da amostra com o uso das abordagens convencionais da
amostragem liquida, flexibilidade no preparo da suspenséo). Além do mais, a curva de
calibracdo pode ser construida, em muitos casos, com solu¢des padrdo aquosas. A
utilizacdo desse método de introducdo direta da amostra permite a utilizacdo de varias
replicatas a partir do preparo de apenas uma suspensdo. Dessa forma, a amostragem direta
por suspensdo surge como uma Gtima alternativa para a analise de especiacgdo, ja que
condicBes brandas de preparo de amostra sdo mandatérias para evitar a conversdo das
espécies quimicas originais de As contidas na amostra2860:100,

O fator mais critico, que deve ser levado em consideracdo, é que a suspensdo
deve se manter estavel durante todo o procedimento analitico para garantir uma boa
reprodutibilidade da anélise, sendo assim, a etapa de preparo da suspensao € de grande
importancia. Muitas vezes é necessario o emprego de estabilizantes e procedimentos
como aquecimento e/ou agitagdo ultrassonica, que auxiliem na estabilizagdo da mesma,

garantindo assim a representatividade da amostra. O pré-tratamento da suspensdo com
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solucdes diluidas de reagentes acidos ou alcalinos, também, € uma boa alternativa, pois a
solucdo, além de ser utilizada como meio liquido para formacéo da suspensédo, age na
extracdo do analito de interesse para a fase liquida. O uso de um reagente diluido no
preparo da suspensao, pode facilitar a entrada do agente redutor nas particulas da amostra
durante a HG, auxiliando a formacdo dos hidretos volateis do analito. N&o se pode afirmar
como 0 agente redutor que penetra nas particulas sélidas da suspensdo reage com o
analito, mas uma possivel explicacao é de que o analito contido nessas particulas também
é transformado em hidreto volatil®©%10,

A agitacao ultrassonica é uma ferramenta que pode ser empregada para auxiliar
0 preparo da amostra na forma de suspenséo e, quando combinado com aquecimento, o
ultrassom promove um aumento da solubilidade e difusividade. Como principais
vantagens, do uso da agitacdo ultrassnica no preparo de suspensdes, podem-se citar o
baixo custo e a diminui¢do do tempo de preparo da amostra e a facilidade de utilizacao
do sistema, que na maioria das vezes é empregado na forma de um banho ultrassénico. A
energia ultrassénica promove uma agitacdo efetiva que contribui para a homogeneidade
da suspensdo da amostra. Como vantagens adicionais frente aos métodos tradicionais de
preparo de suspensdes, como agitacdo magnetica ou misturadores do tipo vortex, pode-se
citar o aumento da liberagdo do analito para a fase liquida, causada pela agdo da energia
ultrassdnica combinado com o uso de um reagente quimico®®2,

Na literatura ndo existem trabalhos que citem o emprego da amostragem direta
na forma de suspensdo para a especiacdo de As em alimentos infantis, com o uso da
técnica de HG-CT-AAS ou HPLC-ICP-MS. Esse fato, junto com a necessidade de
reducdo do preparo de amostra para que a integridade das espécies quimicas de As possam

ser mantidas, corroboram ainda mais para o desenvolvimento deste trabalho.
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2.2. DETERMINACAO INDIRETA DE ENXOFRE EM OLEO DIESEL POR
HR-CS GF MAS COM AMOSTRAGEM DIRETA

2.2.1. Petroleo e 6leo diesel

Na metade dos anos 1950 o petroleo se tornou a mais importante fonte mundial
de energia, devido ao seu alto valor energético, facilidade de transporte e abundéancia.
Antes de sua exploragéo, estimava-se que existiam reservas de 2,3 trilnGes de barris de
petroleo e atualmente essas reservas foram confirmadas em 1,8 trilhGes de barris. O
consumo mundial em 2014 atingiu a marca de 25,387 bilhdes de barris, dos quais
890,220 milhdes de barris foram consumidos apenas no Brasil'%3-1%,

O petrdleo ¢ uma mistura complexa de inmeros compostos organicos, com
predominancia, de hidrocarbonetos. Sua composi¢do quimica varia de acordo com a sua
procedéncia e além dos hidrocarbonetos, sdo encontrados em pequena quantidade
compostos nitrogenados, sulfurados, oxigenados, e ainda alguns compostos contendo
metais em sua molécula, como niquel, vanadio, cobre e ferro.

Do volume de hidrocarbonetos presentes no petroleo, 84% séo convertidos em
combustiveis altamente energéticos (combustiveis derivados do petréleo), incluindo
gasolina, gasolina de aviacdo, gas liquefeito de petrdleo, 6leo diesel e outros 6leos
combustiveis. Os 16% restantes sdo usados como matéria-prima para muitos produtos
quimicos, incluindo farmacos, solventes, fertilizantes, pesticidas, e plasticos®®1%,

Dentre os combustiveis citados, o 6leo diesel merece um destaque especial por
ser o derivado propulsor do refino devido ao seu alto consumo no nosso pais. Em 2014,
0 Oleo diesel representou 45,2% do total de derivados de petréleo produzidos, indicando
um aumento de 2,3% no consumo desse combustivel, quando comparado ao ano anterior,
passando de 48,797 tep (tonelada equivalente de petrdleo) para 49,935 tep'®,

Quimicamente, o 6leo diesel € uma combinacdo complexa de hidrocarbonetos,
produzido pela destilacdo do 6leo cru, com nimero de carbonos, predominantemente, na
faixa de Cg — C1g € ponto de ebulicdo entre 126-258 °C. Dentre sua composi¢do, pode-se
citar compostos parafinicos, nafténicos, aromaticos e cicloalcanos aromaticos de cadeia
normal e ramificada. Em baixas concentragdes sdo encontrados compostos sulfurados,
nitrogenados, oxigenados e niquelados, devido a presenga no 6leo cru, e ainda cobre, ferro

e zinco, provenientes do processo de producéo e estocagem?®107:108,
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2.2.2. Enxofre no dleo diesel e a problemética ambiental

No que tange a problematica ambiental, os 6xidos de enxofre (SOx) formados
durante a combustdo do 6leo diesel, no interior da cdmara de combustdo dos motores, séo
descarregados para a atmosfera onde, em contato com vapor de agua, se transformam em
acido sulfuroso e sulfarico que precipitam na forma de chuva acida. Essa precipitacao é
muito nociva ao meio ambiente, pois causa danos a vida aquatica por diminui¢do do pH
da agua e aos solos no qual interfere na solubilidade de alguns compostos indispensaveis
ao desenvolvimento vegetal, podendo alterar o metabolismo das plantas, o que tende a
ocasionar uma depreciagdo em sua taxa de crescimento®?.

O dioxido de enxofre (SO2), além de estar envolvido no processo de formagédo
da chuva acida, contribui também para o efeito estufa. Além disso, 0 SO, presente na
atmosfera pode se transformar em sulfato, que é um dos principais componentes da classe
de poluentes atmosféricos denominada particulas inalaveis (MP10 — o numeral indica que
as particulas possuem didmetro <10 um) e podem causar diversos problemas ao sistema
respiratorio da populacgdo®®.

Frente a esses problemas, surge a necessidade de emissdes cada vez mais limpas,
que s6 poderao ser atingidas com a utilizacdo de combustiveis com teores de enxofre cada
Vez menores e para que isso ocorra, surge a necessidade de processos mais eficazes de
remocdo. Com intuito de alcancar este requisito, a inddstria petrolifera vem
desenvolvendo processos de dessulfurizacdo de modo a obter ao que chamam de 6leo
diesel com concentracéo de enxofre ultrabaixa (ULSD)'%%!1% Em paises da Comunidade
Europeia, o limite da concentracdo de enxofre no dleo diesel é igual a 0,001% (m/m),
representando uma diminuicdo de duas ordens de grandeza (0,050% m/m em 1996) ao
longo de 13 anos**?,

No Brasil, através da Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP), a exigéncia de teores de enxofre cada vez mais baixos nos
combustiveis pode ser claramente observada em uma busca rapida na legislacdo
pertinente. Nos anos 50, era permitida uma concentragdo maxima de enxofre de
10.000 mg kg no 6leo diesel e gasolina®'?, ja em meados dos anos 2000 o valor caiu para
2.000 mg kg, para a frota metropolitana e 3.500 mg kg™ para os veiculos interioranos**3,
Foi em 2011 que o mercado brasileiro passou a comercializar 6leo diesel com teor
méaximo de 10 mg kg de enxofre nas regides metropolitanas!!4, mas foi somente com a

publicacdo da Resolugcdo ANP n° 50, de 23/12/2013, que ficou estabelecida a oferta de
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6leo diesel com teor méaximo de enxofre de 10 mg kg™ (S10) em todo o territorio
brasileiro. A legislacdo determinou ainda, que os veiculos com motores diesel das fases
L-6 (leves) e P-7 (pesados) do Programa de Controle de Polui¢cdo do Ar por Veiculos
(PROCONVE), promovido pelo Ministério do Meio Ambiente, somente poderiam

utilizar o 6leo diesel S10*2.

2.2.3. Equipamentos e técnicas analiticas utilizadas para determinacéo de enxofre

A determinacdo de enxofre em diferentes amostras tem sido reportada na
literatura por meio da utilizagdo de varias técnicas analiticas. E relatada a utilizagio de
técnicas ndo espectrométricas como a gravimetrial*>!1®, voltametria de onda quadrada®'’,
volumetrial’8, cromatografia idnica’'®!? e a cromatografia gasosa'?'*?®* . Ja o uso de
técnicas espectrométricas para a determinacdo de enxofre inclui a fluorescéncia de
raios-X  (XRF)!?4,  espectrofotometria no ultravioleta-visivel — (UV-Vis)!?>1%
espectrometria de emissdo dptica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES)*27-12°,
espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS)¥013L132 ¢ 3
espectrometria de absorcdo atbmica (AAS)-133,

Como métodos padrdo para determinacao de enxofre em 6leo diesel no Brasil, a
ANP? determina que sejam utilizados os publicados pela Associacdo Nacional de
Normas Técnicas (ABNT) por meio das Normas Brasileiras (NBR)!3 e pela Sociedade
Americana de Testagem de Materiais (ASTM)**8, As técnicas analiticas empregadas
nesses métodos baseiam-se na fluorescéncia de raios-X por dispersdo de energia (ED-
XRF)®13 - fluorescéncia de raios-X por dispersdo de comprimento de onda (WD-
XRF)17 e na fluorescéncia induzida por UV (UVIF)®,

Os métodos indicados, com utilizacdo da técnica de XRF, necessitam a utilizacéo
de equipamentos onerosos, quando comparados aos espectrometros de absorcéo atdmica.
O outro método indicado, que utiliza a UVIF, necessita de um equipamento especial®®
exclusivo para esse tipo de analise em amostras compostas por hidrocarbonetos, que
acaba sendo justificavel apenas para laboratérios que analisam um grande numero de
amostras. Nesse sentido, a utilizacdo da técnica de AAS, para a determinagéo de enxofre,
surge como uma alternativa pela sua simplicidade e baixo custo.

Nesta parte do trabalho, sera investigado o desenvolvimento de um método para
determinacdo indireta de enxofre em 6leo diesel utilizando a técnica de HR-CS GF MAS,

com foco na utilizacdo de modificadores quimicos e em um minimo preparo de amostra.
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Como foi apresentado anteriormente?®, mesmo que ja existam métodos desenvolvidos
para este fim, ainda existem muitas possibilidades a serem estudadas utilizando essa nova
abordagem da AAS.

2.2.3.1. Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Fonte de Linha (LS AAS)

Em virtude de as linhas analiticas do enxofre estarem situadas na regido do baixo
ultravioleta (180,7, 182,0 e 182,6 nm), o elemento ndo pode ser determinado diretamente
por AAS nos equipamentos comerciais disponiveis, devido aos problemas decorrentes do
aumento do ruido provocado pela absorcdo das radiages com comprimento de onda
menores que 200 nm, pelo oxigénio atmosférico*®.

Mesmo sabendo dessas limitac6es, alguns esforcos, que remontam a década de
70, foram feitos por Kirkbright et al.*®®, para determinar enxofre diretamente com a
técnica de espectrometria de absorcao atbmica na chama (F AAS). Os autores descrevem
0 uso de um espectrémetro de absor¢do atbmica modificado, com monocromador a vacuo
e a utilizacdo de uma chama de éxido nitroso-acetileno protegida por um sistema de
“blindagem” por gas nitrogénio. O experimento foi realizado com padrdes de sulfato de
potéssio e tioureia e as medidas foram feitas no comprimento de onda de 180,7 nm. Como
fonte de radiacdo, foi utilizada uma lampada de descarga sem eletrodos (EDL), contendo
1 mg de enxofre sublimado. Os melhores resultados foram encontrados com o uso do
padrdo de tioureia em solucdo alcodlica, quando foi relatada uma concentracdo
caracteristica de 4,4 mg L e um limite de detecgdo (LOD) de 12 mg L. Como pontos
negativos, foram citados, o problema de auto-absor¢do da EDL, mesmo operando em
baixa poténcia, a utilizacdo de um fotomultiplicador pouco eficiente e a dificuldade de
manter o VAcuo no monocromador.

A indisponibilidade comercial dos equipamentos modificados, fez com que a
determinagdo indireta de enxofre fosse uma alternativa a ser explorada nos
espectrometros de absorcdo atbmica comerciais da época. Nesse sentido, pode-se citar o
uso de técnicas de digestdo que eram aplicadas para conversdao do enxofre, presente nas
amostras, em sulfato e posterior precipitacdo do mesmo como sulfato de bario. O sal
precipitado era dissolvido com uma solucdo de acido etilenodiamino tetra-acético e o
bario (Ba) determinado por FAAS™¥7-13%_ E importante lembrar, que os procedimentos de
decomposicéo e tratamento de amostra, normalmente s&o morosos e acarretam em erros

sistematicos devido a conversdo incompleta do analito.
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Em virtude dos problemas relatados, na determinacdo direta de enxofre em
espectrometros de absorcdo atdmica modificados e dos procedimentos de preparo de
amostra necessarios para a determinacdo indireta de enxofre, ambos ndo foram
difundidos.

2.2.3.2. Espectrometria de Absor¢do Molecular com Fonte de Linha (LS MAS)

A espectrometria de absor¢do molecular (MAS) foi proposta nos anos 70 com
intuito de permitir a determinacao de ndo-metais, dentre eles o enxofre, com a utilizacao
dos espectrometros de absorcdo atdbmica com fonte de linha de baixa resolucéo,
disponiveis na época. A técnica baseava-se no monitoramento da absorvancia de uma
molécula diatdmica formada, a altas temperaturas, pelo analito e outro elemento. Como
fonte de radiacdo eram utilizadas lampadas de catodo oco (HCL) elementares que
emitiam energia radiante em comprimentos de onda coincidentes com 0s espectros de
absorcéo das moléculas diatdmicas!40141-143,

Tittarelli et al.'* analisando Oleo cru, registraram espectros de diferentes
especies de enxofre em forno de grafite um espectrdmetro com arranjo de diodos como
detector. Dois anos mais tarde, Tittarelli e Lavorato'*®, analisando 6leos combustiveis,
investigaram a determinacdo de enxofre a partir das bandas de absor¢do da molécula
diatbmica de sulfeto de carbono (CS). Para tanto, foi usada como fonte de radiacdo uma
HCL de Fe (257,6 nm) e a correcdo de fundo foi feita com lampada de deutério. Os autores
relatam ter encontrado um LOD de 50 mg kg™.

Foi somente sete anos apds o trabalho de Tittarelli e Lavorato*®, em 1994, que
houve outra publicacdo sobre a determinacédo de enxofre por LS GF MAS. Nela, Parvinen
e Lajunen'*® estudaram a determinagao de enxofre via absorcio das moléculas diatbmicas
de SnS, AIS e InS. Nos experimentos com AIS os autores utilizaram HCL de Fe (219,18
nm), Cu (219,23 nm) e W (219,21 e 219,45 nm) por saber que as mesmas possuiam linhas
de emissdo proximas as de absor¢do da molécula alvo. Para a molécula de InS foram
utilizadas HCL de Pt, W e Fe e por Gltimo, com a molécula de SnS, foram utilizadas HCL
de Mo, Cr, Fe e W. Apés a otimizacdo, o método foi aplicado em uma amostra de &cido
tiosalicilico, para determinagdo de enxofre via molécula de SnS, com uma HCL de Pt
utilizando o comprimento de onda de 243,67 nm. O teor de enxofre obtido pelo método

proposto ficou de acordo com o teor teérico de enxofre na amostra.
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A técnica de LS MAS néo teve uma boa aceitacdo em virtude das limitacdes dos
espectrémetros convencionais de LS AAS. O monocromador, disponivel na época, que
era utilizado nos espectrdmetros possuia baixa resolucdo para separar linhas adjacentes
muito estreitas dos espectros de rotacdo das moléculas e outro problema, era o sistema de

correcéo de fundo ineficiente!4?,

2.2.3.3. O Espectrometro de Absorcdo Atdmica de Alta Resolug¢ao com Fonte Continua

O espectrometro de absor¢do atbmica de alta resolucdo com fonte continua foi
descrito pelo grupo de Becker-Ross'#"1#8 no ano de 1996, mas o primeiro instrumento
comercial desse tipo, usando um atomizador com chama foi introduzido no mercado
somente em 2004. Um segundo modelo dotado com forno de grafite e chama,
denominado contrAA 700 (Analytik Jena, Jena, Alemanha) foi langado dois anos mais
tarde.

Nesses equipamentos foi usada uma lampada de arco curto de xenénio, operando
em modo hot-spot, que emite uma radiacdo continua de alta intensidade tornando
disponivel, para medidas de absorcéo, todos os comprimentos de onda situados entre 190
e 900 nm. A alta resolugédo foi uma das maiores vantagens desses novos equipamentos,
sendo provida pelo uso de um monocromador compacto de alta resolugdo composto por
um prisma, para a pre-dispersdo da radiacdo incidente e por uma rede de difracdo echelle,
que fornece a alta resolucédo do intervalo espectral selecionado. A resolucédo alcancada €
de aproximadamente 1,5 pm por pixel (unidade fotossensivel do detector) a 200 nm. O
sistema de deteccdo é composto por um arranjo linear de dispositivos de carga acoplada
(CCD) com 588 pixels, sendo que cada pixel atua como um detector independente,
entretanto, somente 200 pixels sdo utilizados com propdsitos analiticos!4%14°,

A utilizagdo do CCD inseriu o comprimento de onda como uma terceira
dimensdo a medida do sinal de absorvancia pelo tempo. Dessa forma, com a linha
analitica de interesse posicionada no centro desse novo eixo composto por um total de
200 pixels, foi possivel visualizar uma pequena faixa do espectro ao redor do
comprimento de onda selecionado. Com o fato de cada pixel fazer sua propria medida e
calculo da absorvancia ou absorvancia integrada (Aint), estes valores medidos podem ser
somados sem afetar a linearidade da curva de calibracdo. Nesse caso, por exemplo, pode-
se utilizar os pixels laterais a linha analitica, ou no caso de multipletes, mais de uma linha

analitica pode ser monitorada para aumentar a sensibilidade4°.
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Uma outra vantagem que se teve com a utilizacdo do equipamento, é um maior
potencial para correcdo da absorcdo de fundo, pela possibilidade de se monitorar a
vizinhanga espectral das linhas analiticas, facilitando, dessa forma, a deteccdo de
possiveis interferéncias em tempo real e a correcdo de rapidas mudangas continuas na
absorcdo de fundo. Esse monitoramento é realizado simultaneamente com a linha
analitica selecionada. No caso de interferéncias que ndo podem ser resolvidas no tempo
(por otimizacdo do programa de temperatura combinado com o uso de modificadores
quimicos) existe a opcao de se utilizar uma correcdo matematica atraves do algoritmo de
minimos quadrados, no qual é possivel gerar um espectro de referéncia da interferéncia e

subtrai-lo do espectro de interessel40:14°,

2.2.3.4. Espectrometria de Absor¢cdo Molecular de Alta Resolucdo com Fonte
Continua (HR-CS MAS)

O advento dos espectrometros de absorcéo atbmica de alta resolugdo com fonte
continua abriu uma perspectiva completamente nova para a MAS em elevadas
temperaturas, pois foi possivel superar as limitagdes que haviam sido impostas a técnica
com o uso dos espectrometros convencionais de LS AAS. Com a alta resolugéo dos novos
equipamentos foi possivel resolver as estruturas finas rotacionais do espectro das
moléculas diatémicas e o uso da fonte continua de radiacdo de alta intensidade, tornou
acessivel qualquer comprimento de onda na faixa de 190 a 900 nm. A utilizacdo do CCD
tornou possivel, o monitoramento do sinal de absorvancia de uma ou mais linhas
rotacionais e, além disso, 0 uso dos pixels situados nos “vales” (entre as estruturas finas
rotacionais) poderiam ser usados para uma efetiva corre¢do da absorcdo de fundo'®. E
foi em pouco tempo, ap6s a disponibilizacdo comercial desse novo espectrémetro, que
varios trabalhos com MAS comecaram a ser publicados para a determinacgéo de S e outros
elementos.

Huang et al.*° estudaram a determinac&o de enxofre total em vinho através da
absorcdo molecular do monosulfeto de carbono (CS) em uma chama de ar-acetileno. Um
ano apods essa publicacdo, o0 mesmo grupo, fez um estudo mais aprofundado sobre as
possibilidades de determinacio de enxofre!®l. Para tanto, eles mediram a absorgio
molecular do CS em uma faixa de 200 a 400 nm e verificaram que as absor¢des maximas
ocorreram em torno de 258 nm. Em outro trabalho, Huang et al.!®?, estudaram a

viabilidade da especiacéo de enxofre (SO livre, SO ligado, SO total e SO4%), via CS,
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em amostras de vinho. Como conclusdo, os pesquisadores relataram altos desvios padréo
nas medidas do SO- livre, devido a sua baixa concentracdo no vinho, mas citaram a
determinacéo do SO; total como satisfatéria, com um LOD de 1,8 mg L.

Baysal e Akman®®3, utilizando HR-CS FMAS, determinaram enxofre, como
molécula de CS, em amostras de carvao apés digestdo em forno de micro-ondas. O
comprimento de onda de 258,056 nm foi definido como o mais adequado com relacéo a
sensibilidade. Os autores encontraram LOD e LOQ de 0,01 e 0,03% (m/m),
respectivamente. Utilizando a mesma técnica, Virgilio et al.®® investigaram a
determinacdo de enxofre, através da absor¢do da molécula de CS e SH em amostras
agricolas (fungicidas e fertilizantes sulfatados), apds digestdo em forno de micro-ondas.
Na etapa de escolha do comprimento de onda os autores excluiram a utilizacdo da
molécula de SH em virtude da baixa precisdo obtida nas medidas.

A determinacéo de enxofre, por HR-CS MAS com forno de grafite (HR-CS GF
MAS) usando a absor¢do molecular do CS foi estudada por Heitmann et al.’®. As
determinacOes foram feitas em amostras de folhas de espinafre e péssego ap6s digestdo
com &cido nitrico e perdxido de hidrogénio. No sentido de garantir uma efetiva formacéo
da molécula alvo, o tubo de grafite foi recoberto com 80 ug de zirconio antes de cada
medida e um suplemento de carbono, na forma de gas metano (4%), foi inserido no forno
durante a etapa de pirdlise. Além disso, foi usado calcio como modificador em solugéo,
possibilitando que a temperatura de pirolise fosse aumentada de 250 °C para 700 °C. Os
autores encontraram, para 0 metodo proposto, uma massa caracteristica de 12 ng e um
LOD de 2,3 ng, mas em uma das amostras, o resultado obtido ndo ficou de acordo com o
teor certificado. Como o motivo dessa discrepancia ndo ficou claro, a determinagéo foi
repetida por HR-CS FMAS e o resultado obtido ficou de acordo com o encontrado
anteriormente com a utilizacdo do forno de grafite.

A determinacdo de enxofre, como molécula de CS, em materiais bioldgicos
usando HR-CS SS-GF MAS foi estudada por Ferreira et al.?>®. Os autores relataram que
os melhores resultados foram obtidos quando a plataforma utilizada foi recoberta com
tungsténio, como modificador permanente, e mais 40 pug de Pd, como modificador em
solucgéo. Primeiramente foi relatado o uso do comprimento de onda de 258,056 nm, que
possui a maior sensibilidade para determinacdo de S, como CS, mas em virtude do
aparecimento de uma interferéncia espectral, ocasionada pelo alto teor de ferro das
amostras, as medidas foram feitas na linha analitica de 258,033 nm. A substancia com

enxofre na molécula, que mostrou melhores resultados em sensibilidade e estabilidade
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térmica, para fins de calibragéo foi a tioureia ((NH2)2CS). O LOD obtido, sob condi¢des
otimizadas, foi de 0,015 pg absoluto ou 0,03 mg g de S na amostra solida.

Resano e Florez®™, também utilizando amostragem sdlida, estudaram a
viabilidade de determinar enxofre, como CS, em diferentes matrizes solidas (polietileno,
aco, coque de petréleo e bioldgicas). Os autores tiveram bons resultados com a utilizagéo
de 40 pg de Pd na forma de uma dispersdo de nanoparticulas em conjunto com a utilizacdo
de 400 pg de Ru, como modificador permanente. Os autores utilizaram o comprimento
de onda de 257,958 nm em virtude da mesma interferéncia espectral relatada por Ferreira
et al.'®. A precisdo obtida no método proposto, foi de 5-10% em desvio padro relativo,
com uma massa caracteristica de 14 ng e um LOD absoluto de 3 ng. Também foi relatado
que, quando o sinal analisado incluiu o monitoramento de seis linhas analiticas
disponiveis na janela espectral, para o CS, o desvio padrdo relativo caiu para 3-5% e a
massa caracteristica e 0 LOD absoluto foram reduzidos para 3 ng.

Mior et al.’°, desenvolveram um método para determinacio de enxofre, como
CS, em carvéo. Sabendo que o carvédo pode conter concentracdes relativamente altas de
ferro e levando em consideracdo a interferéncia espectral desse elemento em 258,056 nm,
reportada por Ferreira et al.**®, os autores selecionaram o comprimento de onda de
258,033 nm para as medidas. O modificador permanente selecionado foi 0 Ru por ter sido
observada uma maior sensibilidade, quando o mesmo foi utilizado. A L-cisteina foi
escolhida como padrdo de enxofre. Para verificacdo da exatiddo do método, foram
utilizados trés materiais de referéncia certificados (CRMs) e os resultados encontrados
ficaram de acordo com o valor certificado. Foi relatado um LOD melhor que 0,1 pg de S
para 0 método desenvolvido.

Em outro trabalho, Baumbach e Einax!®, relatam o desenvolvimento de um
método para determinacdo de enxofre em carvdo, como SnS, em carvdo por
espectrometria de absorcdo atdbmica de alta resolucdo com fonte continua e forno de
grafite com amostragem direta de sélidos (HR-CS SS-GF MAS). Os autores investigaram
a utilizacdo de varios elementos como modificadores quimicos e os melhores resultados
foram obtidos com o uso de Pd em forno recoberto com Ir. Foi relatada uma precisao de
1-6% (RSD), para 0 método, que é coerente para a amostragem direta de sélidos. A
exatiddo do método foi verificada com materiais de referéncia certificados com diferentes
teores de enxofre e os resultados obtidos foram concordantes com os valores certificados.
O LOD absoluto calculado foi de 10 ng.
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Em um trabalho recente, Cadorim et al.'>®

reportaram o desenvolvimento de um
método para determinacdo de enxofre, como SnS, em 6leo cru por HR-CS GF MAS
usando o comprimento de onda de 271,624 nm. As amostras foram preparadas na forma
de micro-emuls@es, devido a alta viscosidade do 6leo cru. Foram investigados o uso de
Ir, Zr, Pd e Ru, como modificadores permanentes e o Pd foi escolhido por apresentar os
maiores valores de absorvancia integrada. A exatiddo do método foi verificada com o uso
de dois materiais de referéncia certificados e as concentracdes de enxofre obtidas ficaram
de acordo com o teor certificado. O LOD absoluto e a massa caracteristica foram de 5,8
e 13,3 ng de enxofre, respectivamente.

E importante lembrar duas condic@es analiticas que devem ser consideradas para
que sejam alcancados bons resultados na determinacgdo de enxofre com a MAS em forno
de grafite (GF MAS). A primeira é a estabilizacdo do enxofre com o uso de um
modificador quimico apropriado que permita o uso de altas temperaturas de pir6lise para
remover a matriz da amostra e destruir as moléculas sulfuradas originais, sem a perda do
analito e a segunda condicdo é garantir a formacdo da molécula alvo, para que seja obtido
0 méximo de sensibilidade'®. Entretanto, isso pode ser uma tarefa dificil usando derivados
de petréleo como amostra?’. Para a determinacéo de enxofre, como CS, em derivados do
petrdleo com vaporizagdo em forno de grafite (HR-CS GF MAS), Kowalewska?!
enfatizou a importancia da utilizacdo de Pd/Mg como modificador quimico para
uniformizar o comportamento dos diferentes compostos de enxofre presentes nesses
produtos, prevenindo assim a perda de enxofre durante as etapas de secagem e pirdlise.
A autora investigou o uso de Pd e Mg na forma orgéanica, junto e separadamente, como
modificadores em solucdo e a combinacdo deles com tungsténio e zirconio, como
modificadores permanentes. Com a utilizacdo do tungsténio, ndo foi observada nenhuma
melhora nas curvas de pirélise (comparado com o tubo padrdo recoberto com grafite
pirolitico) e com zircénio resultados ndo precisos foram observados. Portanto, os
modificadores permanentes testados ndo foram utilizados pela autora, foi utilizada apenas
a mistura de Pd/Mg, na forma organica, como modificador quimico. Usando essa mistura
de modificadores, a autora ndo observou um patamar na curva de pirélise e a temperatura
de 400 °C foi selecionada. Os resultados obtidos foram satisfatorios apenas para alguns
produtos pesados, derivados do petrdleo, utilizando CRMs como padrdes para a
calibracdo. Para derivados do petroleo relativamente volateis, como Oleos leves, 0s
resultados ficaram abaixo do valor real devido a perda de compostos sulfurados volateis

ocorrida nas etapas precedentes a vaporizagdo. Por outro lado, ndo foi possivel aumentar
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a concentracao de Pd ou aumentar o volume de modificador, objetivando a estabilizacdo
do enxofre, devido a baixa solubilidade do modificador na forma orgéanica em xileno e
devido ao espalhamento ndo efetivo do modificador quimico diluido apds a injecdo no
forno de grafite.

Recentemente, Nakadi et al.?’ reportaram o uso de nanoparticulas de paladio
como modificador quimico na determinacdo de enxofre em amostras de 6leo diesel por
HR-CS GF MAS, utilizando a andlise direta e a amostra na forma de emuls&o alcodlica.
Os autores investigaram diferentes modificadores quimicos: solucdo de Pd(NOs)z,
nanoparticulas de Pd(NO3)2, nanoparticulas de PdCl; e ruténio em solugdo em conjunto
com as nanoparticulas de paladio (feitas a partir do Pd(NOs).). Utilizando estes diferentes
modificadores quimicos os autores observaram uma queda acentuada no sinal de
absorvancia entre as temperaturas situadas entre 300 e 600 °C, indicando que ainda
existiam perdas de enxofre, mesmo quando baixas temperaturas de pirélise eram
aplicadas. Os autores analisaram amostras de 6leo diesel S1800, S500 e S10 coletados
em postos de combustiveis da cidade de Ribeirdo Preto — SP e a validacdo do método foi
feita com a utilizacdo de duas amostras com teores de enxofre conhecido. As
concentracdes de enxofre obtidas pelo método proposto ficaram de acordo com os valores
de referéncia.

Além do uso de modificadores quimicos, quando se esta trabalhando com
combustiveis, como o diesel, € normalmente necessario algum tipo de preparo de amostra,
devido a sua alta viscosidade, para garantir a representatividade, bem como a
reprodutibilidade durante a analise. Essas condi¢Ges podem ser alcangadas com o uso de
uma solucgéo de trés componentes, micro-emulsdes, ou com a diluicdo com algum tipo de
solvente. Korn et al.®®, em uma revisdo da literatura, citou a utilizaco de xileno, isobutil-
metil-cetona, octano, 2-propanol e tolueno para a diluicdo de combustiveis. Nakadi et
al.?® empregaram com sucesso o uso de uma emulsdo alcodlica no preparo de amostra
para determinacdo de enxofre em amostras de 6leo diesel. O uso da emulsdo alcoodlica
favoreceu a miscibilidade das nanoparticulas de Pd, usadas como modificador, com as
amostras de oOleo diesel. No presente trabalho, é proposto a diluigdo das amostras de 6leo
diesel, previamente a anélise, com o uso de 1-propanol. E importante ressaltar que até
entdo, o uso de 1-propanol foi reportado apenas como componente de micro-emulséo e

ndo como diluente!60-161,
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3. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de métodos
analiticos para a analise de especiacdo quimica de As em alimentos infantis por HG-CT-
AAS automatizado e determinagdo indireta de S em dleo diesel por HR-CS GF MAS,
com foco na reducdo do preparo das amostras. Os objetivos especificos deste trabalho séo

descritos a sequir:

3.1. ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA DE ARSENIO EM ALIMENTOS
INFANTIS NA FORMA DE SUSPENSAO POR HG-CT-AAS
ATOMATIZADO E MULTIATOMIZADOR:

= Verificar a sensibilidade do sistema de HG-CT-AAS, para os padrdes das espécies
quimicas de As (iAs, MMAs, DMAs e TMASO) utilizando como base os trabalhos
onde a técnica foi aplicada anteriormente;

= Estudar o uso de diferentes reagentes, em diferentes concentracgdes, para o preparo
da amostra na forma de suspensdo, bem como a utilizagdo de aquecimento e
agitacdo em banho ultrassonico;

= Investigar possiveis efeitos de matriz e conversdo das espécies quimicas de As
pelo preparo das amostras na forma de suspensao;

= Estudar a viabilidade de utilizac&o de solucGes padréo aquosas para a calibracgao;

= Determinar e estabelecer os parametros de mérito e verificacdo da exatiddo do
método;

= Determinar as espécies quimicas de As nas suspensdes dos alimentos infantis;

= Determinar o teor total de As, por ICP-MS, nas amostras, apds digestdo &cida,

para verificar a recuperacao de As obtido com a analise de especiacéo.
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3.2. DETERMINACAO INDIRETA DE ENXOFRE EM OLEO DIESEL POR
HR-CS GF MAS COM AMOSTRAGEM DIRETA:

= Otimizar o método analitico para garantir a efetiva formacéo da molécula alvo
investigando a utilizacéo de diferentes moléculas e linhas analiticas reportadas na
literatura;

= Investigar a possibilidade do emprego da anélise direta para a determinacao de S
em oOleo diesel por HR-CS GF MAS, via molécula de CS.

= Investigar diferentes modificadores quimicos, em solucdo e permanentes, para
estabilizacdo do S contido na amostra;

= Estudar a possibilidade do uso de solucdes padrdo aquosas para a calibracéo;

J

Determinar os parametros de mérito e verificar a exatiddo do método proposto;

= Aplicar o método desenvolvido na determinacdo de S em amostras de 6leos diesel.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA DE ARSENIO EM ALIMENTOS
INFANTIS NA FORMA DE SUSPENSAO POR HG-CT-AAS
AUTOMATIZADO E MULTIATOMIZADOR

4.1.1. Instrumentacgdo

Um espectrometro de absorcdo atdmica modelo AAnalyst 800 (PerkinElmer,
Norwalk, EUA) equipado com atomizadores de chama, forno de grafite e aquecimento
eletrotérmico, amostradores automaticos (AS-90A e AS-800) e um sistema de injecdo em
fluxo automatizado (FIAS 400), foi utilizado para deteccdo das espécies de arsénio das
amostras de alimentos infantis. A atomizacdo do analito foi realizada em um
multiatomizador, conforme descrito na secdo 2.1.3, aquecido por resistividade elétricaem
uma temperatura de 900 °C.

Uma lampada de descarga sem eletrodos (EDL) de arsénio foi utilizada como
fonte de radiacdo, operando com uma corrente de 376 mA. A absorvancia foi medida no
comprimento de onda de 193,7 nm com uma resolucdo espectral de 0,7 nm. Como
corretor de fundo, em todas as medidas, foi utilizado uma lampada de deutério. Os sinais
analiticos, bem como o controle do instrumento e acessorios, foram realizados com o
software WinLab 32 for AA (PerkinElmer). Os sinais analiticos obtidos foram exportados
como arquivo de texto (.txt) e posteriormente processados no programa Origin versdo 9.1
(Origin Lab Corp).

Foram utilizados controladores de vazdo massicos modelos, FMA-2617A e
FMA-A2402 (Omega Engineering, EUA), respectivamente, para controle da vazéo dos
gases de arraste (He) e arraste/auxiliar na etapa de atomizacéo (Hz). Para controlar a vazédo
do ar atmosférico (ar comprimido), também auxiliar, na etapa de atomizacdo, foi utilizado
um medidor de vazdo multigases, com véalvula, modelo PMR1-010354 (Cole-Parmer,
EUA).

Para controlar a entrada e saida de nitrogénio liquido do frasco de vidro de
parede dupla onde o tubo em forma de “U” foi instalado, utilizou-se uma vélvula
solenoide (Rheodyne 5302, EUA). Uma fonte de energia (Switching mode power supply)
modelo HCS 3202 (Manson Engineering, China), com faixa de trabalho de 1-36 V e
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0-10 A, foi utilizada para o aquecimento da resisténcia elétrica posicionada ao longo da
parte externa do tubo em forma de “U”.

Para o preparo das suspensbes foi utilizado um banho ultrassénico com
frequéncia de 35 kHz, modelo Elmasonic One D-78224 (Elma, Alemanha). O
aquecimento (banho-maria) foi efetuado em uma chapa térmica, modelo 2107 (ETA,
Republica Tcheca), com controle manual por imersdo de um termdmetro de mercurio. O
controle do ajuste de pH das suspensdes foi realizado com um medidor de pH de portatil
modelo H138 minilab (Hach, EUA). Para agitacdo dos tubos com as suspensoes, foi
utilizado um agitador do tipo vortex, modelo Classic Advanced Vortex Mixer (VELP
Scientifica, Italia).

O ajuste do pH da solugédo tampéo foi realizado em um potenciémetro digital,
modelo SevenEasy (Mettler Toledo, Suica) equipado com um eletrodo combinado de
vidro com sensor de temperatura. A agitacao da solucdo tampéo foi realizada com um
agitador magnético modelo Lab Disc White (IKA, Alemanha).

As amostras de alimentos infantis, do tipo papinhas, do Brasil foram liofilizadas
em um liofilizador ModulyonD Freeze Dryer (Thermo Electron Corporation, EUA) e
moidas em um micromoinho All Basic (IKA, Alemanha).

As pesagens foram feitas em duas microbalangas: modelo AY220 (Shimadzu,
Japdo) e modelo M2P (Sartorius, Alemanha) ambas com resolucdo de 0,0001 g.

A digestdo das amostras, para determinacdo de arsénio total, foi realizada em
dois fornos micro-ondas: (i) TOPWave (Analytik Jena AG, Alemanha) e (ii) UltraWAVE
(Milestone, Italia). A determinacéo do arsénio total foi realizada em dois espectrémetros
de massa com plasma indutivamente acoplado: (i) PerkinElmer NexION 300D
(PerkinElmer, EUA) equipado com nebulizador concéntrico (Meinhard, EUA) e uma
camara de spray cicl6nica de quartzo (PerkinElmer, EUA); e (ii) Agilent 7700x (Agilent
Technologies, Alemanha) equipado com um amostrador automatico Agilent ASX-500
(Agilent Technologies, Alemanha) e um nebulizador concéntrico Micro-Mist (Glass
Expansion, EUA). Os equipamentos identificados com i pertencem ao Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina, na cidade de Florianépolis, Brasil;
e os identificados com ii pertencem ao Instituto de Quimica Analitica da Academia de
Ciéncias Tcheca, na cidade de Praga, Republica Tcheca. Na Tabela 111 estdo descritos 0s

principais pardmetros instrumentais dos equipamentos de ICP-MS utilizados.
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Tabela I11. Parametros instrumentais utilizados na determinacdo total de arsénio nas

amostras de alimentos infantis por ICP-MS.

Equipamento

Parametro NEXion 300D Agilent 7700x
Poténcia de radiofrequéncia 1550 W 1600 W
Vazdo do gas do plasma (Ar) 15 L mint 16 L mint
Vazao do gas auxiliar (Ar) 0,32 L min? 0,55 L min™t
Vazao do gés de nebulizagio (Ar) 0,85 L min? 0,6 L min?
Cela de coliséo (He) 3,8 mL min* 4,8 mL min™
Dwell time 250 ms 250 ms
Dead time 45 ns 45 ns
Nebulizador Meinhard concéntrico Micro-Mist
Cémara de nebulizacéo Ciclonica Cicldnica
m/z monitorado PAs, 183RN2 ¢ 15T]2  SAg, 108Rp? g 125Te?

3) Padrdes internos.

4.1.2. Limpeza do material

Uma solugcdo de HNO3 concentrado P.A. (Merck, Alemanha) com concentragédo
de ~1,5 mol L foi utilizada para limpeza de todos os frascos destinados ao
armazenamento das solu¢des. O material a ser limpo era mergulhado em um frasco
preenchido com a solugio de HNO3z ~1,5 mol L™ e deixado em contato com a mesma por
um periodo de 24 horas. Apds o material era retirado da solucdo &cida e lavado, no
minimo, trés vezes com agua ultrapura.

A limpeza do multiatomizador era feita pelo preenchimento do mesmo com uma
solucdo composta por 30% (v/v) de HF P.A. (Spolchemie, Republica Tcheca) e 70% (v/v)
de HNO3z concentrado P.A. (Merck, Alemanha). A solucdo foi mantida no interior da cela
de quartzo por 10 minutos e ap6s a mesma foi enxaguada abundantemente com agua
ultrapura e seca antes do uso.

O sistema de geracdo de hidretos, bem como, os tubos de polipropileno
utilizados para o preparo dos padrbes de trabalho, foram limpos diariamente apds o
término do dia com uma solucéo de acido cloridrico 1 mol L™ preparada a partir de HCI
P.A. (Merck, Alemanha).
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4.1.3. Reagentes e solugbes

Todas as solu¢des e amostras foram preparadas com reagentes de grau analitico
e com agua ultrapura com uma resistividade especifica de 18 MQ c¢m obtidas por dois
sistemas: Ultrapure (Watrex, EUA) e mega ROUP (Equisul, Brasil).

As solugdes padrao das espécies de arsénio foram preparadas a partir da diluigdo
em agua de solugdes estoque com concentracdo de 1000 mg L de: a) iAs — As,Os em
0,5 mol L de HNOs (Merck, Alemanha); b) MMAs — Na;CH3AsO3.6H20 (Chem.
Service, EUA); ¢) DMAs — H(CH3)2AsO2 (Strem Chemicals, EUA) e; d) TMAsSO —
(CH3)3AsO (cortesia do Dr. Willian Cullen — Universidade da Columbia Britanica,
Canadd). As solucgdes padrdo para determinacdo de arsénio total por ICP-MS foram
preparadas a partir da diluicdo da solucdo estoque de 1000 mg L* de As como As;Os em
0,5 mol L de HNOs; (Merck, Alemanha). Para a pré-reducdo das espécies de As, nos
padrdes, amostras e CRM foi utilizada a L-cisteina-HCI monohidratada (Merck, Suica)
em uma concentragéo de 2% (m/v).

Para a geracdo de hidretos, foi preparada diariamente uma solucéo redutora de
NaBHs 1% (m/v) (Sigma-Aldrich, Alemanha) com KOH 0,1% (m/v) (P.A., Merck,
Alemanha) para estabilizacdo, que era filtrada apds a preparacao (ver item 4.1.4). Para
evitar e reduzir a espuma durante a HG, foi adicionado a solucdo de NaBHs o
antiespumante B (Sigma-Aldrich, Reino Unido) na concentracdo de 0,5% (v/v). Uma
solucéo de Trizma® (NH2.C(CH20H)s.HCI) (Sigma) 0,75 mol L com pH 6 foi utilizada
para o controle do pH da mistura reacional durante a HG. O ajuste do pH foi realizado
com uma solucdo de KOH 10% (m/v).

Para o preenchimento do dessecador dos gases provenientes da geracdo de
hidretos, foi utilizado NaOH P.A. (Lach-Ner, Republica Tcheca) em pérolas com
diametro entre 2-3 mm, pois foi observado que a utilizacdo de pérolas com diametro
inferior acarreta a retencédo das arsinas no dessecador®,

O tubo em forma de “U” foi preenchido com Chromosorb WAW-DMCS 45/60
(Supelco, EUA) gque é uma fase estacionaria a base de diatomita (silica) com tamanho de
particula de 45 a 60 mesh.

As solucgdes utilizadas no preparo das suspensdes das amostras foram preparadas
a partir da diluicdo do HCI P.A. (Merck, Alemanha), Hidréxido de tetrametilaménio 25%
(m/v) (Sigma-Aldrich, Suiga) e HNOs concentrado P.A. (Merck, Alemanha) previamente
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destilado (ver item 4.1.4). O mesmo HNOgz, também, foi utilizado na digestdo das

amostras para a determinacao de arsénio total.

4.1.4. Outros materiais

Um sistema de filtragdo a vacuo (Nalgene, EUA) com membrana de néilon de
0,45 um (Whatman, EUA) foi utilizado para remocdo de material particulado da solugéo
redutora (NaBH4) apds o preparo.

O HNO3z concentrado utilizado foi purificado por destilacdo abaixo de seu ponto

de ebulicdo em um destilador de quartzo modelo duoPur 2.01E (Milestone, Italia).

4.1.5. Sistema de HG-CT-AAS automatizado

4.1.5.1. Analise por injecdo em fluxo (FIA)

Foram utilizados tubos de politetrafluoretileno — PTFE (IDEX Health & Science,
EUA), com 1,58 mm de diametro externo (d.e.) e 1,00 mm de diametro interno (d.i.) para
conducdo dos reagentes (NaBH4 e tampéo Trizma), de seus frascos até a bomba do
sistema FIAS 400. A propulsdo dos reagentes e amostra foi feito com tubos Tygon® de
diferentes didmetros, com uma mesma vazdo de 2 mL min™. Para a injecéo dos padrdes
de As e amostra na forma de suspensdo, foi utilizada uma ponteira para micropipeta de
1000 pL conectada diretamente a um tubo Tygon®. Para condugéo dos liquidos apds a
propulsdo e alca de reacdo, foram utilizados os mesmos tubos de PTFE citados
anteriormente. Nos pontos de juncdo dos reagentes/amostra foram utilizadas conexdes
poliméricas de poliétercetona (PEEK) em forma de “T” (0,75 mm de didmetro) e flanges
(RheFlex F6). A alca de reacdo utilizada para favorecer a combinagdo dos reagentes
possuia um volume de 0,8 mL (1 m). Apds a alca de reacdo, outra conexdo de PEEK em
forma de T foi utilizada para a insercdo da mistura de He (60 mL min?) e H
(15 mL min™) no sistema. Esses gases eram conduzidos até esta conexdo por um tubo de
PTFE com 1,58 mm d.e. e 0,5 mm d.i. Os gases eram misturados, previamente, apos a
saida dos controladores massicos em uma conexdo metalica em forma de “T”

(Swagelock) especifica para gases.
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Paralelamente, outra bomba do mesmo sistema foi utilizada para retirada do
liquido/mistura reacional do interior do separador gés liquido (GLS) com 0s mesmos tipos
de tubos citados, anteriormente, para a conducéo dos reagentes (PTFE e Tygon®).

Todo o controle do sistema FIAS foi realizado pelo mesmo programa de controle

e coleta de dados do espectrometro de absor¢do atdmica (WinLab 32 for AA).

4.1.5.2. Separador gés-liquido (GLS)

O separador gas-liquido, Figura 4, foi construido com um tubo de centrifuga de
polipropileno de fundo conico (Sarstedt, Alemanha) com volume de 50 mL e tampa
rosqueada do mesmo material. A tampa do tubo foi modificada para suportar a pressao
(aproximadamente 1,5 atm) ocasionada pela passagem do gas de arraste pelo tubo em
forma de “U”. Para isso, foi utilizada uma cobertura de acrilico com trés orificios
rosqueados para o encaixe de flanges de PEEK (RheFlex, 2 F6 e 1 F8). O tubo de PTFE
(1,58 mmd.e./ 1,00 mm d.i.) proveniente da al¢a de reacdo entrava no GLS por um flange
PEEK F6 e a saida da mistura ocorria tangencialmente a parede do frasco, para minimizar
a formacao de aerossol, na metade de sua altura (marcacao de 25 mL). A coleta forcada
do residuo de reagdo foi feita por um tubo PTFE (igual ao utilizado para a entrada da
mistura reacional no frasco) posicionado na parte inferior do fundo conico do frasco, que
estava conectado ao GLS por um flange PEEK F6. Um tubo de PTFE, com 3,18 mm d.e.
e 1.59 mm d.i., conectado ao GLS com um flange PEEK F8 foi utilizado para coleta e
conducéo dos gases gerados e de arraste para o dessecador. A coleta foi realizada em uma
altura corresponde a 3/4 da altura total do frasco.
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Entrada da mistura
reacional

Saida para o

r
dessecado Descarte

Tampa de acrilico

Frasco de polipropileno
com fundo cénico

Figura 4. Foto do separador gas-liquido, construido com um frasco de polietileno
modificado, usado na andlise de especiacdo de As por HG-CT-AAS automatizado e

multiatomizador.

4.1.5.3. Dessecador

Para a remocdo de vapor de agua e aerossol gerados na etapa de geracdo de
hidretos foi utilizado um cartucho de polipropileno com 100 mm de comprimento e 20
mm d.e e 17 mm d.i. preenchido com ~25 g de NaOH com as especificacdes descritas no
item 4.1.3. O fechamento das duas extremidades foi realizado com tampas de encaixe
com sobreposicdo. O dessecador foi posicionado horizontalmente entre o separador gas
liquido e o sistema de aprisionamento criogénico.

Diariamente, apds o término das medidas, o cartucho era aberto na extremidade
que havia sido utilizada como entrada da fase gasosa proveniente do GLS, para remogéo
do NaOH que havia absorvido agua (~20 mm). Ap06s a remocao, era realizada a reposi¢édo
do NaOH P.A.

4.1.5.4. Sistema de aprisionamento criogénico

O tubo em forma de “U” utilizado no sistema de aprisionamento criogénico foi
confeccionado em quartzo e possuia 480 mm de comprimento total, 4,5 mm d.e., 2,5 mm

d.i. e largura de 24 mm (Figura 5a). O tubo foi adquirido de uma empresa especializada
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na manufatura de artefatos de vidro e quartzo para laboratorio, localizada na cidade de
Praga, RepUblica Tcheca. A entrada e saida do tubo em forma de “U” estavam
posicionadas em um angulo de ~45° em relacdo ao sentido do “U”. O alongamento do
tubo “U” em um dos lados (entrada) foi feito para auxiliar o preenchimento do mesmo
com a fase estacionaria e, também, para facilitar o acesso a sua parte interna, em caso de
formacéo de gelo no interior do mesmo.

Uma resisténcia metdlica com composicdo de Ni80/Cr20 (Omega
Engenineering, EUA) e 0,51 mm de didmetro e resistividade de 5,275 Q@ m™, com uma
resisténcia total de 15 Q, foi utilizada para recobrir manualmente o tubo em forma de
“U”. A resisténcia elétrica foi fixada ao tubo com a utilizacéo de cola de silicone que foi
espalhada ao longo de toda a extensdo do tubo em forma de “U” (Figura 5a). Uma rolha
de cortica com ~45 mm de diametro superior externo e ~40 mm de diametro inferior
externo, teve as laterais aparadas para ficar com diametro uniforme de ~40 mm. Essa
rolha foi cortada ao meio, no sentido do comprimento, e duas cavidades longitudinais
paralelas entre si e as bordas laterais da rolha foram feitas em ambas as metades da cortica.
Nessas duas metades, foi aplicado cola de silicone e o tubo em forma de “U” foi encaixado
em uma delas. Feito isso, as duas metades foram unidas resultando na forma que pode ser
vista Figura 5b. A funcéo da cortica foi isolar, do meio externo, a parte interna do frasco
de vidro de parede dupla onde o tubo em forma de “U” ficou em contato com o nitrogénio

liquido.
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Acesso  Saida
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Entrada

A 4

@ <+—1- Rolha de cortica

41— Resisténcia metalica

a b %

Figura 5. (a) tubo em forma de “U” de quartzo conforme era recebido do fornecedor; e
(b) tubo em forma de “U” apds o recobrimento do mesmo com uma resisténcia metélica

(15 Q) e colocagdo da rolha de cortica para isolamento.

As duas extremidades da resisténcia elétrica foram deixadas para fora da parte
superior da rolha de cortica e posteriormente foram conectadas a fonte de alimentacéo
(descrita no item 4.1.1) por meio de um cabo de forca.

Apos a instalacdo e fixacdo da resisténcia e da cortica para o isolamento térmico,
0 tubo de quartzo em forma de “U” foi preenchido com ~0,9 g da fase estacionaria descrita
na secdo 4.1.3. Feito isso, foi inserido em ambas as extremidades do tubo “U”, uma
pequena porc¢ao de 1a de quartzo para evitar o deslocamento do Chromosorb em virtude
da presséo positiva acarretada pelo fluxo de gases.

Apds o preenchimento do tubo em forma de “U” com a fase estacionaria
(Chromosorb), o mesmo foi inserido dentro da cavidade interna (diametro de 40 mm) de
um frasco de vidro (310 mm de comprimento total) que possuia parede dupla e vacuo
entre as mesmas. A cavidade interna do frasco, onde o tubo em forma de “U” foi
posicionada, era conectada com a parte externa de duas maneiras: por meio de um tubo
localizado na parte inferior do mesmo que era utilizado para entrada e saida do nitrogénio

liquido e por um outro tubo localizado na parte superior do frasco de vidro que era
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conectado com a valvula solenoide (item 4.1.1). O arranjo do sistema de aprisionamento

criogénico é apresentado na Figura 6.

<4 Tubo de PVC para
alivio da pressao
<+ Ligacdo coma
~ valvula solenoide
Entrada das espécies
volateis
Saida das espécies volateis
para o atomizador
Cabo de forca
para aguecimento
da resisténcia

Controlador de nivel
Funil de garrafa PET = &5

Capa de isolante =
de polietileno

Discos isolantes de —

polietileno para encaixe

Tubo de PVC para adi¢éo
e controle do nivel de
nitrogénio liquido

Tubo em forma
de LGU”

] J,‘ < Frasco de vidro

. de parede dupla

Entrada/saida do
nitrogénio liquido

REY

Figura 6. Foto do arranjo do sistema de aprisionamento criogénico para especiacao de
As por HG-CT-AAS automatizado e multiatomizador.

Na parte superior do frasco de vidro foram colocados discos de polietileno para
servirem como suporte no encaixe do mesmo com um frasco térmico, no qual o frasco de
vidro era colocado, e também como uma capa isolante com o meio externo. O frasco
térmico utilizado possuia 160 mm d.e., 138 mm d.i., 375 mm de altura total e comportava
um volume de até 4,2 L.

Foram feitos dois furos nas laterais dos discos de polietileno para a insercao de
dois tubos de cloreto de polivinil (PVC). Um deles servia apenas para comunicar a parte
interna do frasco térmico (que era preenchido com nitrogénio liquido) com o meio externo
para impedir o aumento de pressdo no interior do mesmo. O outro, que ficava imerso no
nitrogénio liquido possuia varios furos ao longo de seu comprimento e tinha a parte
inferior fechada. Esse tubo de PVC tinha duas func¢6es: uma foi a reposi¢édo do nitrogénio
liquido no frasco térmico e, por isso, foi conectado com uma garrafa de politereftalato de

etileno (PET) cortada ao meio, que servia como um funil e ficava posicionada na parte
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externa do sistema; e a outra foi servir como suporte para a utilizagdo de uma “boia” que
tinha como fungdo monitorar o nivel de nitrogénio liquido dentro do frasco térmico, que
foi mantido constante. Esse medidor de nivel foi construido com dois canudinhos de
refrigerante (um conectado ao outro) e na parte inferior (que foi vedada), instalou-se um
pedaco cilindrico de isopor, para que 0 mesmo flutuasse no liquido. O sistema de
aprisionamento criogénico completo utilizado para analise de especiacdo de arsénio por
HG-CT-AAS automatizado é apresentado na Figura 7.

Valvula solenoide

Tubo de PVC para
alivio da pressao

Conexdo com a

valvula solenoide Funil

Frasco térmico

Figura 7. Foto do sistema de aprisionamento criogénico completo, para a especiagéo de

arsénio por HG-CT-AAS automatizado e multiatomizador.

Durante a etapa de coleta das arsinas, o nitrogénio liquido permanecia no interior
do frasco de vidro de parede dupla, em contato com o tubo “U”. Para a volatiliza¢do dos
hidretos, a valvula solenoide conectada ao sistema era fechada automaticamente pelo
sistema FIAS e a resisténcia elétrica comegava a ser aquecida. Dessa forma, parte do
nitrogénio liquido, que estava em contato com a resisténcia elétrica, se transformava em
nitrogénio gasoso, expandindo-se e expulsando o nitrogénio liquido de dentro do frasco
de parede dupla que saia pela abertura existente na parte inferior do mesmo (entrada/
saida do nitrogénio liquido indicado na Figura 6). As diferentes arsinas, eram entdo

volatilizadas de acordo com os seus pontos de ebulicdo e transportadas para o
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atomizador/detector. Depois da volatilizagdo das arsinas e limpeza do tubo “U” (por
aquecimento prolongado), a valvula solenoide era aberta automaticamente pelo programa
do sistema FIAS e 0 gés nitrogénio era expelido, através dessa valvula, para a exaustao
de gases. Esse alivio na presséo interna do frasco de vidro com parede dupla permitia que
0 nitrogénio liquido entrasse novamente no frasco (pela mesma abertura por onde havia
saido previamente) e ficasse em contato com o tubo em forma de “U”. Feito isso, O

sistema automatizado de HG-CT-AAS ficava pronto para uma nova medida.

4.1.5.5. Atomizacao

Para a atomizacéo dos hidretos foi utilizado o multiatomizador (descrito na se¢do
2.1.3), aquecido por resistividade elétrica a uma temperatura de 900 °C. Um fluxo de ar

com vazéo de 25 mL min foi adicionado ao multiatomizador como fonte de oxigénio.

4.1.6. Amostras e material de referéncia certificado

Dois tipos diferentes de alimentos comerciais destinados a alimentacéo de bebés
e criancas foram analisados nesse trabalho: mistura de cereais para o preparo de mingau
(MC) e papinhas do tipo refei¢cdo (PR). Como pode ser observado na Tabela IV, em todas
as amostras utilizadas nesse trabalho, o arroz era um dos ingredientes do produto.

No Brasil foram adquiridas duas amostras de MC e quatro amostras de PR, de
producdo brasileira. As amostras de PR foram liofilizadas e moidas para facilitar o
transporte e garantir a homogeneidade das mesmas, visto que era possivel notar a
presenca de graos inteiros de arroz e pedacos de vegetais. As amostras de MC eram
comercializadas em p0.

Na Alemanha foram adquiridas trés amostras de MC e duas amostras de PR,
produzidas nos Estados Unidos. Nesse caso, as amostras de PR ndo foram liofilizadas
nem moidas, por ndo haver grande traslado e por ja apresentarem uma homogeneidade
adequada por serem comercializadas na forma de puré. As amostras de MC, assim como
as adquiridas no Brasil, eram em po.

Um resumo com informagdes das amostras que foram utilizadas nesse trabalho

¢ apresentado na Tabela IV.
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Tabela 1V. Informagdes e composicdo majoritaria das amostras utilizadas na anélise de

especiacdo de arsénio por HG-CT-AAS automatizado.

Amostra Pals d? Composicdo majoritaria
produgéo
MC1 Brasil Farinha de arroz.
MC2 Brasil Farinha de arroz, farinha de aveia e extrato de malte.
MC3 EUA Farinha de arroz.
MC4 EUA Farinha de arroz integral organico.
MC5 EUA Farinha de arroz e lecitina de girassol.
i Agua, batata, peito de peru, mandioquinha, cenoura, chuchu,
PR1 Brasil p ;
polpa de abdbora e farinha de arroz.
PR? Brasil Agua, bat_a_1t~a, cenoura, carne, brocolis, polpa de abobora, cebola,
arroz e feijdo.
. Agua, peito de frango, batata, cebola, lentilha, polpa de abdbora,
PR3 Brasil T .
mandioquinha, chuchu, couve, arroz e farinha de arroz.
PR4 Brasil Agua, batata, cenoura, carne, cebola, polpa de abobora e farinha
de arroz.
PR5 EUA Agua, cenoura, frango, suco de pera, farinha de arroz integral.
PR6 EUA Agua, batata-doce, peru, ervilha, farinha de arroz integral,

farinha de trigo integral.

Para verificar a exatiddo do método foi utilizado o material de referéncia

certificado ERM-BC211 (European Reference Materials, Bélgica), de arroz, que possuia

valores certificados para arsénio total (260 pg kg™), arsénio inorganico total, isto &,
iAs'""V (124 ug kg') e DMAs (119 pg kgb).

Na determinag&o do arsénio total, por ICP-MS, foram utilizados os materiais de

referéncia certificado ERM-BC211 e SRM NIST 1568a (National Institute of Standards

and Technology, EUA) para verificar a exatiddo do método utilizado para a digestéo das

amostras. O SRM NIST 1568a, também de arroz, possuia um valor certificado de arsénio

total de 0,29 mg kg*.
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4.1.7. Preparo de Amostra

4.1.7.1. Preparo da amostra na forma de suspensdo para especiacdo de arsénio por
HG-CT-AAS

4.1.7.1.1. Liofilizagdo

As amostras PR1, PR2, PR3 e PR4 foram pesadas em placas de Petri e
posteriormente congeladas. Apos 12h em um freezer, as placas contendo as amostras
foram transferidas para o liofilizador e liofilizadas até peso constante. Apds esse
procedimento as amostras foram moidas em um moinho de facas e armazenadas em
frascos apropriados. O teor de umidade foi calculado pela diferenca do peso inicial das
amostras (in natura) e do peso final, apés a liofilizacdo. O teor de umidade nas amostras
variou de 79 a 85%.

4.1.7.1.2. Preparo da amostra na forma de suspensdo

As amostras (0,4-0,5 g de MC ou 0,25-0,30 g de PR) foram pesadas diretamente
dentro dos frascos de polipropileno com capacidade para 50 mL. Apds a pesagem foi
adicionado, sobre as amostras, 5 mL do reagente que seria testado no preparo da
suspensdo. Foi avaliado o uso de solucdes de: hidréxido de tetrametil aménio 0,64, 1,10,
1,54 e 2,00 mol L*; 4cido cloridrico 1,0, 3,0, 4,5 e 6,0 mol L™ e; &cido nitrico 0,28, 0,56
e 1,00 mol L™, Feita a adi¢éo do reagente sobre a amostra, os frascos eram colocados em
um banho ultrassénico por 15 minutos. Na sequéncia, as amostras eram posicionadas em
um banho-maria com uma temperatura de 85-90 °C, controlada manualmente com um
termémetro de mercdrio, onde permaneciam por um periodo de tempo de 20 minutos.
Apos, as amostras eram resfriadas até temperatura ambiente e submetidas novamente ao
banho ultrassénico por mais 15 minutos.

Depois dos procedimentos descritos, foi adicionada as suspensdes, preparadas
com 4cido, quantidade suficiente de uma solu¢do de KOH 80% (m/v) para elevar o
pH a ~7. Ja, nas suspensdes preparadas com TMAH, foi adicionada quantidade suficiente
de uma solucéo de HCI 6 mol L™, para ajustar o pH a ~7. Para a pré-reducdo das espécies
de As foi adicionado 1 mL de L-cisteina-HCI 20% (m/v). A suspensao foi avolumada

para 10 mL com agua ultrapura e apds foi colocada por 15 segundos no agitador do tipo
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vortex. O pH final da suspenséo ficou entre 1 e 3 (devido a adicdo do pré-redutor) e a
concentracdo final de L-cisteina-HCI foi de 2% (m/v). A suspensdo foi analisada apos
uma hora, que é o tempo minimo necessario para a pré-reducéo das espécies de arsénio®.
Os brancos foram preparados com 0s mesmos reagentes e sofreram 0 mesmo tratamento
descrito anteriormente.

Para a verificacdo da exatiddo do método foi utilizada uma massa do CRM ERM-
BC211, que continha a quantidade aproximada de iAs utilizada no padréo de trabalho.

Esse assunto sera abordado novamente na sec¢ao 5.1.3.

4.1.7.1.3. Homogeneizagao

As amostras PR2, PR3 e PR4 precisaram ser homogeneizadas, para formacéo da
suspensdo, porque foram observadas obstruces no sistema de HG, com o preparo de
amostra descrito anteriormente. Para isso, foi utilizado um sistema de homogeneizagéo
construido pelo grupo de pesquisa do Professor Jiti Dédina que havia sido utilizado
anteriormente para amostras bioldgicas (figado e musculo de rato)®°. O sistema consistiu
em uma haste de metal com uma peca de teflon em uma das pontas (émbolo). Essa haste
de metal foi fixada em uma furadeira elétrica doméstica e entdo o émbolo de teflon foi
inserido em um frasco de vidro de parede grossa (tipo tubo de ensaio) onde estava a
amostra. A furadeira foi entdo acionada por aproximadamente 30 segundos. O
procedimento promoveu a quebra das particulas contidas na suspensdo da amostra pelo
atrito entre o émbolo e a parede do frasco. A homogeneizacao das amostras PR2, PR3 e
PRA4 foi realizada ap6s a segunda etapa de banho ultrassénico (secdo 4.1.7.1.2). Ap0s esse
procedimento, as trés suspensdes foram submetidas ao restante do procedimento descrito
anteriormente (ajuste do pH, adi¢do do pré-redutor e avolumadas para 10 mL). A foto do

sistema utilizado para a homogeneizacdo das amostras é apresentada na Figura 8.
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Haste de metal

4———— Tubo de ensaio
Embolo de teflon  — !

Figura 8. Foto do sistema utilizado para homogeneizar as amostras de alimentos infantis

do tipo papinha.
4.1.7.2. Preparo de amostra para determinacao de arsénio total por ICP-MS

As amostras MC1, MC2, PR1, PR2, PR3 e PR4, bem como 0 SRM 1568a, foram
digeridas no forno de micro-ondas TOPwave (Analityk Jena AG, Alemanha), equipado
com frascos de teflon, nas dependéncias do laboratério do grupo de pesquisa do Prof.
Bernard Welz no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina,
na cidade de Floriandpolis. As amostras MC3, MC4, MC5, PR5 e PR6, bem como, o
CRM ERM-BC211 foram digeridos no forno de micro-ondas UltraWAVE, equipado com
frascos de quartzo, nas dependéncias do laboratorio do grupo de pesquisa do Prof. Jifi
Dédina, na Academia de Ciéncias Tcheca, na cidade de Praga.

O método de digestdo acida assistida por micro-ondas utilizado, foi baseado na
indicacdo do fabricante do forno de micro-ondas TOPwave para a digestdo de amostras
de alimentos.

Uma massa de 0,5 g de cada amostra e dos CRMs, foi pesada diretamente dentro
dos frascos de digestdo. Foi adicionado 3 mL de HNO3z concentrado purificado, 2 mL de
perdxido de hidrogénio 30% (v/v) e 2 mL de agua ultrapura. Para o branco, foi adicionado
apenas 0s reagentes e a agua. Apds esse procedimento os frascos foram levados
diretamente ao forno de micro-ondas e submetidos ao programa de aquecimento
apresentado na Tabela V. As digestdes para as amostras, CRMs e brancos foram feitas

em triplicata.
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Tabela V. Programa com os parametros utilizados para a digestdo acida assistida por

micro-ondas para a determinacéo total de arsénio por ICP-MS.

Etapas do programa

Parametro 1 > 3
Temperatura, °C 145 170 190
Presséo, bar 40 40 40
Rampa, min 2 2 2
Tempo, min 5 10 10
Poténcia, W 800 1500 1500

Depois da digestdo, as amostras foram transferidas para baldes volumétricos e o
volume completado a 20 mL com &gua ultrapura. O tempo total de digestdo foi de
aproximadamente 3 horas, incluindo a pesagem das amostras e CRMs e o resfriamento.

As digestdes foram realizadas em triplicata para cada uma das amostras e CRMs.

4.1.8. Procedimento para a analise de especiacdo de arsénio em alimentos infantis

na forma de suspenséo por HG-CT-AAS automatizado e multiatomizador

Como citado na revisao bibliografica, o sistema utilizado para a especiacédo
quimica de arsénio nesse trabalho foi apresentado por Matousek et al.>® e se baseia na
geracdo de hidretos volateis de arsénio e separacdo com a utilizacdo de um sistema de
aprisionamento criogénico (CT) automatizado. Os hidretos gerados foram aprisionados
em um tubo em forma de “U”, preenchido com uma fase estacionaria, que estava em
contato com nitrogénio liquido. Apds a etapa de coleta, o tubo foi aquecido e as espécies
de arsénio, que estavam aprisionadas no tubo em forma de “U”, foram volatilizadas

sequencialmente, de acordo com seus pontos de ebulicdo (Tabela VI).

Tabela VI. Compostos de arsénio e pontos de ebulicdo de suas respectivas arsinas.

Composto de  Formula molecular da  Ponto de ebuligdo

arsénio arsina correspondente °C
1AS AsHs3 - 62
MMAs CHsAsH:> 2
DMAs (CH3)2AsH 36
TMAs (CHs)sAs 70

58



Huiber, Charles S.; 2016 Parte Experimental

Apos a volatilizagdo as arsinas foram conduzidas pelos gases de arraste e
arraste/auxiliar de atomizacdo para o multiatomizador onde a detecgéo foi feita por AAS.
Um esquema do sistema utilizado para a especiacdo de arsénio por HG-CT-AAS

H

automatizado € apresentado na Figura 9.
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Figura 9. Esquema do sistema utilizado para a especiacdo de arsénio em alimentos
infantis na forma de suspensédo por HG-CT-AAS automatizado e multiatomizador. Onde:
FIAS é o acessoério para andlise de injecdo em fluxo, modelo FIAS 400; Bl e B2 sdo
bombas peristélticas; C1 e C2 séo os controladores do FIAS 400; R1 e R2 s&o os relés da
fonte de energia e da valvula solenoide, respectivamente; VS é a valvula solenoide; GLS
é o separador gas-liquido; D é o dessecador preenchido com NaOH; FV é o frasco de
vidro; FT € o frasco térmico; IT € o suporte/isolante térmico e AAS é o espectrometro de

absorcéo atbmica AAnalyst 800. Esquema adaptado de Matousek et al.>

Todo o sistema, isto €, 0 acionamento das bombas peristalticas, da vélvula
solenoide, da fonte de aquecimento da resisténcia, foi automatizado e controlado pelo

acessorio FIAS 400. Apenas a colocacdo da amostra foi feita de forma manual, dessa
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forma, 500 pL do padréo ou suspensao eram inseridos em uma ponteira de micropipeta
que estava fixada ao acessorio FIAS 400 e conectada ao sistema. Feito isso, 0 programa
do sistema automatizado foi iniciado no WinLab 32 for AA com a sequéncia, adaptada de

Matousek et al.>3, apresentada na Tabela VII.

Tabela VII. Programa utilizado para a analise de especiacdo de arsénio por HG-CT-AAS
automatizado. Corrente de 2 A e voltagem de 31,9 V.

Tempo Bomba 1% Bomba 2° Leitura Aquecimento

Etapa rpm rpm s Solenoide do tubo “U” Observacao
0 5 48 0 - aberta nédo Injecdo
1 70 48 0 - aberta nédo Injecao
2 75 0 90 - aberta nao Descarte
pre-
3 17 0 0 - fechada sim aquecimento/
saida do N>
4 80 0 0 58 fechada sim aq‘:.ec'me”to’
impeza
n resfriamento/
5 60 0 0 - aberta néo entrada do N
6 1 0 0 - aberta ndo Resfriamento

3 Utilizada para a injecdo da amostra, padrdo e CRM
b) Utilizada para a retirada da mistura reacional do GLS e envio ao descarte

A etapa 0 da sequéncia foi destinada ao preenchimento da al¢a de amostragem
do sistema FIAS com a amostra, mas como esse item do FIAS ndo foi utilizado e ndo foi
possivel excluir essa etapa do programa, utilizou-se um tempo de 5 segundos. A porta de
injecdo do FIAS ndo foi utilizada para evitar obstrucbes nas partes que compdem o
sistema, ja que se utilizou a amostra na forma de suspensdo. Foi nessa etapa que 0s
reagentes (NaBH4 e tampdo) e a amostra comecgaram a ser injetados no sistema.

Durante a etapa 1, os reagentes foram adicionados juntamente com a amostra,
com uma vazdo de 2 mL min™. Ap6s a injecdo completa da amostra, que se dava antes
do término dos 60 segundos, foi adicionado na ponteira de pipeta utilizada para a injecao,
500 pL de agua ultrapura para o carreamento de possiveis goticulas da suspensdo que
poderiam ter ficado nas paredes da ponteira de injecdo. Depois da mistura dos reagentes

e amostra na alca de reacdo, onde se deu a formag&o dos hidretos volateis de arsénio, 0s
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gases de arraste (He, 60 mL min™) e arraste/auxiliar de atomizagéo (Hz, 15 mL min™?)
foram injetados a mistura e introduzidos no GLS para a remocao dos hidretos gerados da
fase aquosa. Na sequéncia, a mistura gasosa foi conduzida para o dessecador e,
posteriormente, aprisionados no tubo em forma de “U” imerso em nitrogénio liquido.

Na etapa 2 a bomba peristaltica 2 foi acionada para a remoc¢do da mistura
reacional do interior do GLS para o descarte.

No decorrer das etapas 3 e 4, apos o fechamento da valvula solenoide, o
aquecimento gradual das paredes do tubo em forma de “U” foi realizado para o pré-
aquecimento, que inclui a expulsao do nitrogénio liquido do interior do frasco de vidro, e
para a volatilizagdo das espécies previamente aprisionadas na fase estacionaria. Como
citado anteriormente, o aquecimento foi feito por uma resisténcia elétrica conectada a
uma fonte de energia. O tempo de leitura do sinal analitico foi de 58 segundos, que era o
tempo maximo permitido pelo programa WinLab 32 for AAS. Apos esse periodo, a
resisténcia elétrica permaneceu ligada por mais 22 segundos para limpeza do tubo em
forma de “U”, isto €, para a remocao das espécies de arsénio que eventualmente pudessem
ter ficado retidas na fase estacionaria e/ou parede do tubo de quartzo.

A valvula solenoide voltava para a posicdo aberta na etapa 5, permitindo
novamente a entrada do nitrogénio liquido no interior do frasco de vidro e consequente
resfriamento do tubo em forma de “U”. A etapa 6 precisou ser usada, pois era 0 numero
minimo de etapas permitido pelo software que controlava o sistema.

Apbs a finalizacdo de todas as etapas do programa apresentado na Tabela VII, o
sistema estava pronto para uma nova leitura. Era no interim, entre uma medida e outra
que o nivel de nitrogénio liquido no interior do frasco térmico era verificado e

completado, quando necessario.

4.1.9. Determinagéo de arsénio total por ICP-MS

Para a determinacdo de arsénio total foram utilizados dois ICP-MS. As amostras
adquiridas no Brasil foram analisadas no NexION 300D (PerkinElmer, EUA) no
laboratério do Prof. Dr. Daniel Gallindo Borges, do departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina, na cidade de Florianopolis. J& as amostras de
procedéncia dos Estados Unidos, adquiridas na Alemanha, foram analisadas no
Agilent 7700x (Agilent Technologies, Alemanha), nas dependéncias do laboratério do

grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Dr. Jiti Dédina, na Academia de Ciéncias Tcheca,
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na cidade de Praga. Em ambos os equipamentos foi utilizado gas He na cela de colisdo

para a eliminac&o de interferéncias, principalmente a causada pelo ion cloreto (“°Ar®>Cl).
4.1.10. Parametros de mérito
4.1.10.1. Limites de deteccdo e quantificacao

Os valores dos limites de deteccédo e limite de quantificacdo dos métodos para
analise de especiacdo quimica de As por HG-CT-AAS automatizado e determinacéo de

As total por ICP-MS, foram calculados como trés vezes (3c) e dez vezes (10c) o valor do

desvio padrdo de dez medidas do branco da digestdo, respectivamente.
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4.2. DETERMINACAO INDIRETA DE ENXOFRE EM OLEO DIESEL POR
HR-CS GF MAS COM AMOSTRAGEM DIRETA

4.2.1. Instrumentacdo

Todas as medidas foram feitas em um espectrometro de absorcdo atdmica de alta
resolucdo com fonte continua modelo ContrAA 700 (Analytik Jena AG, Jena, Alemanha)
que possui dois atomizadores, chama e forno de grafite aquecido transversalmente, em
diferentes compartimentos, mas apenas o atomizador de forno de grafite foi utilizado
durante os experimentos. O equipamento foi controlado por um programa, instalado em
um microcomputador, desenvolvido pela fabricante do equipamento, que também
registrou os dados gerados.

Estudos preliminares foram realizados em tubos (Analytik Jena, Part N° 407-
AB81.303) e plataformas (Analytik Jena, Part N° 407-152.023) de grafite recobertos com
grafite pirolitico destinados a amostragem sélida. Uma pinca pré-ajustada que faz parte
de um acessorio de amostragem sélida manual, modelo SSA 6 (Analytik Jena AG, Jena,
Alemanha), foi utilizada para inserir as plataformas no tubo de grafite.

Demais experimentos foram realizados em tubos de grafite com plataforma
integrada - PIN (Analytik Jena, Part N° 407-A81.025) e sem plataforma integrada
(Analytik Jena, Part N° 407-A81.011), recobertos com grafite pirolitico. As amostras e
solugdes foram introduzidas no forno por um amostrador liquido, modelo MPE 60
(Analytik Jena AG, Jena, Alemanha).

Para a avaliagdo do sinal, via molécula de CS, foi utilizada a linha analitica de
258,0560 nm. Em todas as medidas considerou-se a absorvancia do volume de pico
selecionado (PVSA)'%? CP + 1, que corresponde a soma da Aint do pixel central (CP),
situado no centro da linha analitica e cada um de seus pixels adjacentes (x1). O volume
de pixels monitorados correspondeu a 4,29 pm. O sistema de correcdo de fundo interativo
(IBC) foi utilizado em todos os experimentos. Argdnio com pureza de 99,996% (White
Martins, S&o Paulo, Brasil), foi usado como gas de purga, com um fluxo de 2,0 L min™
durante todas as etapas, exceto durante a etapa de vaporizagéo, quando o fluxo do mesmo
foi interrompido. Uma microbalanca M2P (Satorius, Alemanha) foi usada para pesagem
dos padrdes e uma balanca analitica (Gibertini, Italia) com preciséo de 0,0001 g foi usada

para pesar as amostras antes da diluig&o.
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O programa de aquecimento do forno de grafite utilizado para a determinacgéo
de enxofre, via molécula de CS, é apresentado na Tabela VIII, para os tubos com
plataforma integrada e na Tabela IX, para os tubos sem plataforma.

Em ambos os tubos, para as medidas das amostras e do CRM, o modificador em
solucdo era injetado no tubo e seco previamente com a aplicacdo das duas primeiras
etapas de secagem. Depois disso, a amostra era injetada no tubo e submetida a todo o
programa de aquecimento constante na Tabela V111 ou Tabela IX.

Tabela VIII. Programa de aquecimento utilizado na determinacéo de S, via molécula
de CS, por HR-CS GF MAS em tubo com plataforma integrada (PIN).

Etapa Temperatura Rampla Permanéncia
°C °Cs S

Secagem 1 60 / 1002 3 30/10%
Secagem 2 110/120% 3 30/102
Secagem 3 140/ 150% 3 30/102
Secagem 4 270/ 2502 5 20/ 5%
Pirolise 1100 100 30/ 202
Vaporizagao 2500 1200 5
Limpeza 2600 1000 4

4 Parametros utilizados para o CRM diluido com 1-propanol.

Tabela IX. Programa de aquecimento utilizado na determinacéo de S, via molécula de
CS, por HR-CS GF MAS em tubo sem plataforma integrada.

Etapa Temperatura Rampla Permanéncia
°C °Cs S
Secagem 1 90 3 20
Secagem 2 110 3 20
Secagem 3 150 5 15
Secagem 4 250 5 15
Pirolise 1100 100 20
Vaporizacgdo 2500 1200 5
Limpeza 2600 1000 4
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4.2.2. Reagentes e solucbes

No preparo de todas as solucdes foram utilizados reagentes de grau analitico e
agua ultrapura, obtida a partir de um sistema Milli-Q Academic (Millipore, Bedford,
MA), com resistividade de 18,2 MQ cma 25 °C. Toda a vidraria utilizada para o preparo
de solugdes, bem como os frascos usados para o armazenamento das solucdes padrao,
modificadores quimicos e amostras, foram lavados e descontaminados em um banho de
acido nitrico (Vetec Quimica, Brasil) 10% (v/v) em &gua ultrapura, onde foram mantidos
por pelo menos 24 horas. Apos esse periodo, todo o material foi enxaguado trés vezes
com &gua ultrapura em abundancia.

Solugdes aquosas estoque dos padrdes com 1000 mg L de enxofre foram
preparadas a partir da diluicdo de massas apropriadas de DL-cisteina (Sigma-Aldrich,
Eslovaquia), L-cisteina (Sigma-Aldrich, Japao) e acido sulfamico (Acros Organics, New
Jersey, EUA) em &gua. As solugdes padrdo de trabalho foram preparadas a partir de
diluicbes adequadas das solugdes estoque de DL-cisteina, L-cisteina e acido sulfamico.
Durante o trabalho a DL-cisteina foi substituida pela L-cisteina por problemas de
solubilidade da substancia em agua.

Os seguintes reagentes foram investigados como modificadores quimicos:
Pd (11) 10 g L (Fluka, Suica), Mg (1) 10 g L™ (Fluka, Suica), ambos como nitrato em
solugdo com 17% (v/v) de HNOs; Ca (1) 1,0 g L™ (Fluka, Suica), como carbonato em
solugdo 2% de HNOs (v/v); Ir (111) 1,0 g L (Merck, Alemanha), como cloreto em
10% HCI, Ru (1) 1,0 g L (Merck, Alemanha), como cloreto em 7% de HCI; e
Zr 1,0 g L' (Fluka, Suica), como nitrato em 2% de HNOs e 0,2% de HF. Triton X-100
(Union Carbide) foi adicionado as solucdes de modificadores quimicos quando os
mesmos eram aplicados sobre as amostras de 6leo diesel (item 5.2.2).

Para diluicdo das amostras foi utilizado 1-propanol 99,5% (Synth, S&o Paulo,
Brasil).

4.2.3. Amostras de 6leo diesel e material de referéncia certificado

Nos estudos preliminares amostras de 6leo diesel S50, S500 e S1800 com teores
de enxofre desconhecidos foram utilizadas. Nas etapas seguintes do trabalho, as seguintes
amostras de oOleo diesel foram utilizadas: S10-A, S10-B, S500-A e S500-B. Todas as

amostras foram fornecidas pelo Centro de Combustiveis, Biocombustiveis, Lubrificantes
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e Oleos (CECOM) do Instituto de Quimica da Universidade Federal Rio Grande do Sul.
As amostras de 6leo diesel S10-A e S10-B tiveram a concentragdo de enxofre determinada
pelo método padrdo ASTM D 5453:2012. A exatiddo do método foi confirmada com o
material de referéncia certificado (CRM) de enxofre em Oleo diesel NIST 2724b
(National Institute of Standards and Technology, EUA), com uma concentracdo de

enxofre certificada de 426,5 + 5,7 mg kg™

4.2.4. Diluicdo das amostras

As amostras e 0 CRM foram diluidas com 1-propanol e para determinar a melhor
concentracdo da amostra no alcool, solugdes com as seguintes concentracbes foram
estudadas: 0,05, 0,125 e 0,25 kg L de diesel em 1-propanol. As solugGes eram preparadas
pouco antes da analise. Para isso uma quantidade de 6leo diesel apropriada era pesada em
tubos de centrifuga com capacidade para 1 mL que depois eram preenchidos com 1-
propanol até a marca indicativa de 1 mL.

4.2.5. Procedimento para determinacdo indireta de enxofre em o6leo diesel por
HR-CS GF MAS com amostragem direta

O iridio, zirconio e ruténio usados como modificadores permanentes foram
depositados nas plataformas dos tubos PIN com a injecédo de dez aliquotas de 40 uL, cada,
a partir das solugdes dos modificadores testados. Apds cada injecdo o tubo de grafite era
submetido as etapas de 1 a 6 do programa de temperatura constante na Tabela X. O
programa de temperatura completo (de 1 a 7) s6 era aplicado ap6s a Ultima injecdo da
solucdo de modificador. Apds o término do processo era obtida a deposi¢do de uma massa
de 400 pg de Ir, Zr ou Ru nas plataformas dos tubos de grafite PIN. O mesmo
procedimento foi utilizado para o recobrimento dos tubos sem plataforma e para as

plataformas dos tubos para amostragem de sélidos.

66



Huiber, Charles S.; 2016 Parte Experimental

Tabela X. Programa de aquecimento utilizado para o recobrimento dos fornos de grafite,

na determinagéo de enxofre por HR-CS GF MAS.

Etapa® Temeecratura Rozérr;pla Permasnéncia
1 90 6 20
2 100 7 20
3 130 7 30
4 160 100 30
5 1000 100 20
6 1400 100 5
7 2000 600 4

Um volume de 20 pL da solucdo padrdo e 20 pL do modificador quimico em
solugdo foram injetados juntamente no tubo de grafite. Nas medidas das amostras de 6leo
diesel e CRM (diluidos ou ndo), o modificador quimico em solucéo foi aplicado no tubo
de grafite e seco até a etapa de “secagem 2” constante na Tabela IX, com intuito de evitar
a efusdo da amostra da plataforma devido a imiscibilidade do combustivel com o
modificador quimico em solucdo. Somente apos a secagem do modificador quimico em
solucdo, 5 ou 10 pL da amostra de 6leo diesel era injetada no tubo de grafite e todas as
etapas constantes na Tabela IX eram aplicadas. Na etapa de estudos preliminares (item
5.2.2), o modificador quimico era aplicado diretamente sobre a amostra de éleo diesel.

Solucdes com diferentes concentracbes de Pd/Mg — 1/0,5, 2/1, 3/1,5/4/2 e
6/3 g L™ de Pd/Mg para obtengdo de massas de 20/10, 40/20, 60/30, 80/40 e 120/60 pg
de Pd/Mg, respectivamente — foram preparadas para possibilitar a injecdo de um volume
constante de 20 puL de modificador em solucdo no tubo de grafite durante o estudo de
otimizacdo da massa de Pd/Mg. Somente para as massas de Pd/Mg de 100/50 ug e
140/70 pg é que foi necessario a utilizaco de 25 pL e 35 pL de 4/2 g L™, respectivamente.
Nesses casos, devido ao elevado volume injetado no tubo de grafite, também foi
necessario secar (etapa de secagem 1, Tabela VIII) o modificador quimico em solucao

antes da injecdo da solucédo padrao de enxofre.
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4.2.6. Parametros de mérito

4.2.6.1. Limites de deteccdo, quantificacdo e massa caracteristica

Os valores dos limites de deteccdo (30) e limite de quantificacdo (10c) foram
calculados a partir de um branco que era a mesma agua ultrapura empregada no preparo
da solucdo padréo aquosa de S. O modificador quimico também foi utilizado. Os volumes
foram os mesmos empregados para solugédo padrdo e modificador quimico, descritos na
secdo 4.2.5.

A massa caracteristica, mo, € definida como a massa de analito necesséria para
produzir um sinal de Ain de 0,0044 s!®. A massa caracteristica foi calculada a partir de
uma carta controle do padrdo com concentragdo de 25 mg L de S que foi monitorado

por 24 dias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao estdo divididos de acordo com a ordem estabelecida
anteriormente na revisao bibliografica e parte experimental. Assim, primeiramente serao
apresentados os resultados obtidos na analise de especiacdo de arsénio em alimentos
infantis na forma de suspensao por HG-CT-AAS automatizado e multiatomizador, que
foi realizado nas dependéncias do Instituto de Quimica da Academia de Ciéncias Tcheca,
na cidade de Praga, sob a supervisdo do Professor Dr. Jifi Dédina, durante os 12 meses
de estagio doutoral (doutorado sanduiche). Na sequéncia serdo apresentados e discutidos
os resultados obtidos na determinacdo indireta de enxofre em dleo diesel por HR-CS GF
MAS com amostragem direta, que foi realizado juntamente ao Grupo de Andlises de
Traco nas dependéncias no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, na cidade de Porto Alegre, sob orientacdo da Professora Dra. Maria Goreti R.

Vale e coorientacdo da Professora Dra. Morgana Bazzan Dessuy.
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5.1. ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA DE ARSENIO EM ALIMENTOS
INFANTIS NA FORMA DE SUSPENSAO POR HG-CT-AAS
AUTOMATIZADO E MULTIATOMIZADOR

5.1.1. Otimizacao e desempenho do sistema de HG-CT-AAS automatizado

O sistema automatizado de HG-CT-AAS com multiatomizador que ja foi
previamente aplicado na analise de especiacdo quimica de arsénio em diferentes tipos de
amostras biologicas®°%% foi montado (se¢do 4.1.5) e aplicado na especiacio de As em
amostras de alimentos infantis preparadas na forma de suspensao.

Os parametros do sistema de aprisionamento criogénico (Tabela VII) foram
otimizados levando-se em consideracdo a Aint € a resolucdo do cromatograma das
espécies de As. Para isso, foram utilizadas diferentes solu¢des padrdo contendo as
seguintes espécies de arsénio: (i) solucdo mista de iAs, MMAs, DMAs e TMASO; (ii)
solugé@o mista de iAs, MMAs e DMAs; (iii) solugdo mista de iAs e DMAS; e (iv) solugéo
com apenas TMAsQO. A concentracao final de cada uma das espécies de As nas solucdes
padréo foi de 2 pg L™ e o volume utilizado foi de 500 pL, totalizando 1 ng de cada
composto arsenical. As solucdes padréo i, ii e iii foi adicionada uma massa de L-cisteina-
HCI suficiente para uma concentracao final de 2% (m/v). Com a adi¢do da L-cisteina as
espécies de As sao convertidas a suas formas trivalentes e, como consequéncia disso, suas
sensibilidades sao uniformizadas, alcancando a eficiéncia maxima na geracao de hidretos,
conforme ja foi citado anteriormente na se¢do 2.1.4. A solucdo padrao iv, de TMASO, foi
medida sem a adicéo de L-cisteina-HCI®**° devido ao fato dessa substancia utilizada para
a pré-reducdo, converter o TMAsSO para sua forma volatil (CH3)sAs, como citado
anteriormente na secdo 2.1.47%. E importante lembrar que as arsinas provenientes das
diferentes formas de arsénio possuem pontos de ebulicdo distintos (Tabela VI) e isso
implicard na ordem dos picos constantes nos cromatogramas.

Apds as medidas da solucdo padrdo i, observou-se uma separacao ineficiente das
espécies DMAs e TMAsO, como pode ser visto na Figura 10. Isso pode ser explicado
pela alta taxa de aquecimento da resisténcia utilizada para a volatilizagdo das arsinas. Na
tentativa de melhorar a resolucdo de separagdo, foram utilizados menores valores de
corrente elétrica para o aquecimento do tubo em “U”, i.e., a taxa de aquecimento foi

diminuida, e também foram feitas algumas modificagdes no tempo das etapas do
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programa do sistema FIAS (Tabela VII), mas nenhuma melhora na eficiéncia de

separagdo das espécies de DMAs e TMAsO, foi observada com essas alteracoes.

0,154

Absorvancia

0,104 |

0,05

0,00

0 10 20 30 40 50 60
Tempo, s

Figura 10. Cromatograma obtido a partir da medida de 500 uL de uma solucéo padrao
contendo 2 pg L de iAs, MMAs, DMAs e TMAsO com 2% (m/v) de L-cisteina-HCI.
Corrente: 1,8 A; Voltagem: 28 V (para 0 aquecimento do tubo “U”).

Em virtude do que foi exposto, a solugdo padréo ii, que continha iAs, MMAs e
DMAs foi empregada para avaliar a sensibilidade para as espécies de As. A solucao
padrdo iv, composta apenas por TMAsO, sem L-cisteina-HCI, foi medida para fim de
comparacao da sensibilidade com a das outras espécies de As. Os cromatogramas obtidos

nessas medidas séo apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Cromatogramas obtidos a partir das medidas de 500 pL de uma solugéo
padrdo (a) contendo 2 pg L de iAs, MMAs e DMAs, com 2% (m/v) de L-cisteina-HCI
e (b) contendo 2 pg L de TMASO, sem L-cisteina-HCI. Corrente: 2,0 A; Voltagem:
32 V (para o aquecimento do tubo “U”).
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Os valores de Aint dos quatro compostos de arsénio ficaram muito proximos entre
si e concordantes com os resultados reportados, previamente, na determinagéo de As por
HG-CT-AAS automatizado® e também com as sensibilidades reportadas com a utilizagéo
do sistema de aprisionamento criogénico miniaturizado®. Na Tabela XI s&o apresentadas
as sensibilidades relativas das quatro espécies de As, obtidas a partir da medida das
solugdes padrdo aquosas ii e iv, que foram calculadas considerando a Aint Obtida para o
1As como 100%.

Tabela XI. Sensibilidades relativas, considerando a Aint do iAs sendo 100%, para as
espécies iAs, MMAs e DMAs em uma solucio padréo aquosa com 2 pg L de cada uma
dessas espécies (com L-cisteina-HCI 2% m/v), e TMAsSO em uma solucao padrdo aquosa
com 2 pg LT dessa espécie (sem a adicio de L-cisteina-HCI), por HG-CT-AAS

automatizado e multiatomizador. n =5 + desvio padrao.

Espécie IAs MMAS DMAs TMASO

Sensibilidade 100+ 3 103+ 2 105+ 3 102+3

Como j& abordado na revisdo bibliogréfica, os resultados para a especiagdo de
As em alimentos infantis reportam que o As presente nos mesmos encontra-se
majoritariamente na forma de iAs e DMAs. Com base nisso, passou-se a utilizar a solucao
padrdo iii, que possuia apenas essas duas espécies, como padréo de controle, sendo esta
medida em todos os dias de trabalho para monitoramento da sensibilidade do sistema de
HG-CT-AAS automatizado.

5.1.2. Preparo da amostra na forma de suspenséo

Levando em consideracdo a necessidade da utilizacdo de condi¢des brandas para
manter a integridade das espécies de As durante o preparo da suspens&o®-°, foi estudado
0 uso de diferentes solugdes como diluente para o preparo das suspensées. Portanto, foram
investigados reagentes que ja haviam sido empregados no preparo de amostra de
alimentos infantis, sdo eles: HNO3*>%% (0,28, 0,56 e 1 mol L), TMAHS® (0,64, 1,10,
1,54 e 2 mol L) e HCI® (1, 3, 45 e 6 mol LY. Além dos reagentes, algumas
concentragdes também ja haviam sido empregadas (HNO3z 0,28 mol L% e 1 mol L%,
HCI 6 mol L7).
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Em um estudo preliminar, com a amostra MC1, apenas 0 uso da agitacédo
ultrassénica a temperatura ambiente ndo foi suficiente para o preparo da suspensao com
nenhum dos trés reagentes testados. As amostras ficaram com consisténcia pastosa e com
aglomerados (pelota), ndo sendo possivel realizar a pipetagem das mesmas. Para
contornar o problema e auxiliar o preparo das suspensdes, as amostras, apds o banho
ultrassdnico, foram aquecidas®*°® em banho-maria a 85-90 °C e, na sequéncia, foram
submetidas novamente a agitacdo ultrassonica. Ao serem retiradas do banho-maria as
amostras preparadas com acido diluido, apresentavam aparéncia fluida e ndo foi mais
observada a presenca de aglomerados. O aquecimento da amostra com o diluente, leva a
gelatinizacdo do amido e o meio &cido promove a hidrolise dos carboidratos complexos
e do amido que compde a matriz da amostra?, que é o componente majoritario dessa
amostra. Nesse sentido, a segunda etapa de agitacdo ultrassénica foi aplicada objetivando
uma maior eficiéncia na extracao das espécies de As. Além do mais, a energia ultrassénica
promove uma agitacéo efetiva que contribui para a homogeneidade da suspensdo®2. Na
amostra preparada com TMAH, a suspensao final (apds os processos de neutralizacdo
com HCI e adicédo da L-cisteina-HCI), embora estivesse mais fluida, ainda apresentava a
presenca de pequenos aglomerados gelatinosos, mas isso ndo impediu a pipetagem e
injecdo no sistema de HG-CT-AAS automatizado.

Na Figura 12 s&o apresentados os resultados obtidos, em Aint, para o preparo da
amostra MC1 na forma de suspensdo com os diferentes reagentes e concentragdes
testadas. Todas foram submetidas a etapa de aquecimento em banho-maria e a avaliacéo
do uso da agitacédo ultrassonica foi realizado para a condi¢do que apresentou a maior Aint
para iAs e DMAs.
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Figura 12. Absorvéancia integrada para (a) iAs e (b) DMAs com o uso de diferentes
reagentes e concentragdes em solucdo aquosa no preparo da amostra MC1 na forma de
suspensdo. Em todas as condi¢cOes apresentadas as suspensdes foram aquecidas a 85-90
°C em banho-maria por 20 minutos. A agitacdo ultrassonica foi aplicada em duas etapas
de 15 minutos cada, antes e depois do banho-maria. (m) TMAH com agitagdo ultrassonica;
(m) HNO3 com agitacao ultrassénica; (m) HCI com agitagdo ultrassonica e; (=) HCI sem

agitacdo ultrassonica.

Como pode ser visto na Figura 12, os maiores valores de Aint, para iAs e DMAs,
foram obtidas com o emprego de HCI 3 mol L™ e agitagdo ultrassonica, no preparo da
suspensdo da amostra. Apos essa constatacao, foi preparada uma nova suspensao com o
emprego de HCI 3 mol L que foi submetida apenas ao aquecimento. E como mostrado
na Figura 12, os valores de Ain para as duas espécies de As, nessa condicdo, foram
inferiores as observadas nas suspensfes preparadas com 0 emprego da agitacdo
ultrassénica. Em termos de valores, a suspensdo ndo submetida ao banho ultrassdnico
apresentou valores de Aint, 8 e 13% inferiores, para iAs e DMAs, respectivamente, que a
suspensdo onde o procedimento fora aplicado. Isso demonstra que a agitacao ultrassonica
desempenha um importante papel na disponibilizacdo das espécies de As contidas na
matriz da amostra, visto que, em termos de homogeneidade e estabilidade, ambas as
suspensdes, com ou sem agitacao ultrassonica, ndo apresentaram diferencas visuais. Esse
aumento de sinal observado pode ser atribuido a extracao das espécies de As para 0 meio
liquido®? ou pela facilitagdo da entrada do redutor (NaBH.), durante a etapa de HG, nas
particulas da amostra presentes na suspensdo® 1%, Isso s6 poderia ser afirmado se a
suspensdo fosse centrifugada e apenas o sobrenadante tivesse sido utilizado, o que nédo

foi feito nesse trabalho, mas foi realizado por Matos-Reyes et al.’’. Esses autores
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utilizaram a agitacdo ultrassénica no preparo de suspensdes de amostras de arroz e
semolina com uma solucdo de HCI, que na sequéncia foram centrifugadas e apenas o
sobrenadante foi empregado para a determinacdo de iAs por HG AFS. Os autores
relataram recuperacfes de 95 e 100%, para as amostras de arroz e semolina,
respectivamente, o que indica que o iAs fora extraido para o meio liquido, j& que nao
existiam particulas solidas presentes no extrato.

Com respeito aos diferentes reagentes testados, um fato observado foi a
diferenca no perfil dos picos, das espécies de iAs e DMASs, nos cromatogramas obtidos,

que sao apresentados na Figura 13.
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Figura 13. Cromatogramas obtidos com o emprego de (=) TMAH 2 mol L, (m) HNOs;
1 mol L e (m) HCI 3 mol L™ no preparo da suspensdo da amostra MC1. Todas as
suspensdes foram submetidas ao aquecimento a 85-90 °C em banho-maria (20 min) e
duas etapas de agitacdo ultrassénica (15 min cada), antes e depois do aquecimento.

Corrente: 2,0 A; Voltagem: 32 V.

O uso do HNOz no preparo das suspensdes suprimiu por completo o pico da
espécie de DMAs no tempo de retencdo de 20 s e originou a presenca de um outro pico
no tempo de retengdo de 40 s. Isso sugere que 0 HNO3 alterou a forma quimica do DMAs.
Embora o pico tenha aparecido no tempo de retengdo de 40s, que é o tempo de retencdo
correspondente a espécie TMAs, ndo se pode afirmar ou sugerir que essa alteragdo
ocorreu, em virtude de o perfil do pico obtido com a amostra ndo ser semelhante com a o

do obtido na medida do padréo. O mesmo foi observado com o uso do TMAH, mas nesse
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caso ndo houve uma supressdo completa do DMAS, ja que a existéncia de um pequeno
perfil de absorvancia pode ser observado no tempo de retencdo de 20 s. O emprego da
base (TMAH) no preparo da suspensdo da amostra, da mesma forma que o HNOg, gerou
0 surgimento de um pico no tempo de retencdo de 40 s, mas este foi menor que o
observado com o &cido. Nenhum dos fatos observados, com o emprego desses dois
reagentes, pode ser explicado em virtude de a literatura ser escassa sobre a analise de
especiacdo quimica de As em amostras de alimentos por HG-CT-AAS. Por outro lado, 0s
trabalhos sobre especiacdo quimica de As em alimentos infantis por HPLC-ICP-MS
citaram o uso de HNOs3, para extracdo das espécies de As da amostra, e ndo relataram
nenhuma alteracdo na especiagdo do DMAS, 0 que sugere que essa alteragdo na espécie
DMAs tenha ocorrido durante a HG. E importante salientar que, com o uso de HCI, essas
alteracdes na especiacdo do DMAs, ndo foram observadas no cromatograma, como péde
ser visto na mesma figura.

Para 0 iAs, p6de-se constatar apenas que a sensibilidade para essa espécie foi
menor com o emprego do TMAH e HNOs3, do que com a utilizagdo do HCI, no preparo
da suspensdo da amostra.

Frente ao exposto, 0 preparo da suspensdo com a solugéo de HCI 3 mol L1, com
aquecimento em banho-maria e duas etapas de agitacdo ultrassonica, para a analise de
especiacdo de As em amostras de alimentos infantis por HG-CT-AAS automatizado, foi

utilizada em todos os experimentos futuros.

5.1.3. Curvas de calibracéo e parametros de mérito

5.1.3.1. Anélise de especiacdo quimica de As por HG-CT-AAS automatizado e

multiatomizador

Para a analise de especiacdo, as curvas de calibracdo foram construidas com
solugdes padrdo aquosas contendo a mesmas concentragdes de iAs e DMAs. Todas as
solucBes padrdo continham 2% (m/v) de L-cisteina-HCI, para a pré-reducéo das espécies
de arsénio, e foram medidas no minimo uma hora apo6s a sua adi¢cdo nas solugGes. Na
construcdo da curva de calibracdo foi utilizado um branco e cinco solugdes padrédo
aquosas com concentragdes na faixa de concentracio de 0,5 a 5,0 ug L™ (0,25 a 2,5 ng)

de cada uma das espécies de arsénio. As medidas foram realizadas em quintuplicata.
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Também foram calculados o LOD (36) ¢ 0 LOQ (100) instrumental ¢ do método, sendo
que para o célculo do LOD e LOQ do metodo, foi considerada uma massa de amostra de
25 mg que foi a massa contida em 500 pL de suspensdo da amostra (amostra de mistura
de cereais, MC). Uma sintese dos parametros de mérito calculados para a analise de
especiacdo quimica de As em alimentos infantis por HG-CT-AAS automatizado e

multiatomizador é apresentado na Tabela XI|I.

Tabela XI1. Parametros de mérito para analise de especiacdo quimica de As em amostras
de alimentos infantis na forma de suspenséao por HG-CT-AAS automatizado e calibragédo

com solucdes padrdo aquosas com 2% (m/v) de L-cisteina-HCI.

Espécie de As, A =193,7 nm

Parametro 1AS MMAs DMAs
Coeficiente angular, s ng* 1,00 £ 0,01 - 1,05+ 0,01
Coeficiente de correlagéo, R 0,9999 - 0,9999
Faixa de trabalho, ng 0,036 - 2,5 0,02-25 0,013-2,5
LOD, ng?/ pg kg*® 0,011/0,44 0,006 /0,24 0,004 /0,16
LOQ, ng?/ pg kg*P 0,036/1,44 0,020/0,80 0,013/0,52

3 LOD e LOQ instrumentais
b LOD e LOQ do método calculados para 25 mg de amostra em 500 pL da suspensdo

Os LODs instrumentais calculados de 0,01, 0,006 e 0,004 ng para iAs, MMASs e
DMAs, respectivamente, foram de 10 a 15 vezes menores, que 0S reportados por
Matousek et al.*3. Isso pode ser explicado pelo fato dos autores ndo terem utilizado o
dessecador para a remocao do vapor de agua, aerossois e produtos de decomposicdo da
L-cisteina-HCI formados na HG, que eram aprisionados no tubo em forma de “U” e,
consequentemente, volatilizados e conduzidos ao multiatomizador causando oscilagfes
nas medidas dos brancos®l. Em outro trabalho, com a aplicacdo da técnica de HG-CT-
AAS automatizada na analise de especiacdo quimica de As em figado de rato'®, o LOD
instrumental reportado foi de 0,01 ng para iAs, que é o comparavel com o encontrado
nesse trabalho. O mesmo valor de LOD de 0,01 ng, foi relatado para MMAs e 0,012 ng
para 0 DMAS, que séo superiores aos resultados expressados na Tabela XII.

Llorente-Mirandes et al.>* aplicando LC-ICP-MS, para especiagio de As em
alimentos infantis, relata valores de LOQs do método de 20 pg kg' para iAs e
10 ug kg para MMAs e DMAs. J4, Juskelis et al.®, aplicando a técnica de HPLC-ICP-

MS, também na especiagdo de As em alimentos infantis, reporta ter encontrado valores
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de LOQs do método de 13,6, 9,2 € 6,8 g kg™ para iAs, MMAs e DMAs, respectivamente.
Ambos os valores de LOQ do método calculados utilizando estas duas técnicas
cromatograficas diferentes, ambas acopladas ao ICP-MS, foram bem superiores aos 1,44,
0,80 e 0,52 para iAs, MMAs e DMAs, respectivamente, encontrados nesse trabalho. Isso
reafirma o que foi citado anteriormente, de que o emprego da técnica de HG-CT-AAS
automatizada, é uma alternativa bem menos onerosa e mais acessivel frente as técnicas
cromatograficas a liquido (LC, IC, AEC e HPLC) acopladas ao ICP-MS.

Foi citado anteriormente que, uma das vantagens do uso da L-cisteina-HCI na
pré-reducdo das espécies de As é a uniformizacdo da sensibilidade das mesmas,
possibilitando, assim, que a calibracdo seja realizada com apenas uma das espécies.
Mesmo assim, como pdde ser visto na Tabela XII, foi utilizada uma solu¢do padrdo
contendo iAs e DMAs, e foi construida uma curva de calibracdo para cada uma dessas
especies. Isso foi realizado, para que fosse possivel comparar os coeficientes angulares
obtidos, para essas duas espécies em solucdo padréo aquosa e os obtidos em suspensdes
da amostra, fortificadas com iAs e DMAs, no estudo de verificagdo da existéncia de efeito
de matriz da amostra.

Para verificar a existéncia de efeito de matriz da amostra, na analise de
especiacdo de As, foram realizados testes de recuperacdo do analito e curvas analiticas
com o método das adi¢gdes multiplas (adicdo de padrdo). Apos a construcao das curvas,
os coeficientes angulares e lineares calculados foram comparados com os obtidos a partir
das curvas de calibracdo externa construidas com soluc6es padréo aquosas. Nesse sentido,
trés aliquotas da amostra MC1 foram fortificadas com 1, 2 e 3 pug L™ de iAs e DMAs,
respectivamente, antes do inicio do procedimento de preparo da suspensdo.
Paralelamente, mais seis aliquotas da amostra MC1 foram pesadas e ndo foram
fortificadas. As nove aliquotas, fortificadas (3) e ndo fortificadas (6), foram submetidas
ao procedimento de preparo da suspenséo descrito anteriormente (HCI 3 mol L™, agitacio
ultrassénica, aquecimento e agitacdo ultrassénica). Apos a retirada das aliquotas da
amostra da agitacdo ultrassonica, em 3 suspensfes que ndo haviam sido fortificadas,
foram adicionados iAs e DMAs para se obter, também, uma concentracdo final de 1, 2 e
3 ug L. Depois disso, as nove suspensdes foram tratadas igualmente como descrito na
secdo 4.1.7.1.2. Para facilitar o reconhecimento dos dois conjuntos distintos no texto que
segue, o das suspensdes que foram fortificadas antes do preparo da suspensdo sera
identificado por FA (fortificado antes) e o outro conjunto por FD (fortificado depois). O

outro conjunto com 3 suspensdes, que ndo havia sido fortificado, foi analisado e a média
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utilizada para o calculo das recuperac6es. Apds a analise dos conjuntos de suspensdes FA
e FD, foram construidas curvas analiticas com o método das adi¢des multiplas para o iAs
e DMAs, utilizando-se, como o primeiro ponto de cada uma das curvas, o valor da média
do conjunto que ndo havia sido fortificado.

As recuperacdes foram calculadas dividindo-se os valores de Aint obtidos para
as amostras fortificadas (FA e FD), pela soma da média da Aint obtida com a triplicata de
amostras ndo fortificadas com os respectivos valores de Aint obtidos na curva de
calibragdo para as solugdes padrdo com concentragdo de iAs e DMAs de 1,2 e 3 ug L™
Os resultados obtidos para as recuperagdes de iAs e DMASs nos conjuntos FA e FD, nédo
apresentaram diferencas significativas. Para o i1As, no conjunto FA as recuperacoes
ficaram na faixa de 95-98% e para 0 DMAs na faixa de 99-101%. Ja no conjunto FD, as
recuperacdes do iAs ficaram na faixa de 96-98% e para 0 DMAs na faixa de 98-102%.
Os resultados, de iAs e DMASs, obtidos na analise das suspensdes fortificadas antes e apds
o procedimento de preparo das mesmas, ndo diferiram significativamente em um nivel de
confianga de 95% conforme o teste estatistico t-student pareado. Os coeficientes
angulares para as espécies iAs e DMAs nos conjuntos FA e FP, bem como os obtidos

com as solugbes padrdo aquosa, sdo apresentados na Tabela XIII.

Tabela XI11. Coeficientes angulares e lineares para as espécies iAs e DMAs obtidos a
partir de amostras fortificadas antes e depois do preparo da suspensdo e solucdes padrao

aquosas, por HG-CT-AAS automatizado.

o Método das adi¢bes multiplas Calibracao externa
Especie de As
FA? FDP Solucéo padrdo aquosa
iA 0,98+0,01° 0,97 +0,02° 1,00 £0,01
0,9998 ¢ 0,9996 ¢ 0,9999 ¢
1,06 + 0,02 1,04 + 0,02 1,05+0,01
DMAs 0,9992 ¢ 0,9998 ¢ 0,9999 ¢

4 Amostra fortificada antes do preparo da suspenséo
b Amostra fortificada depois do preparo da suspensdo
° Coeficiente angular, s ng*

9 Coeficiente linear (R)

Como pode ser visto na Tabela X111, os coeficientes angulares e lineares para as
especies iAs e DMAs nas suspensdes da amostra que foram fortificadas antes e depois do

preparo das mesmas, ndo diferiram daqueles calculados com as solug¢Ges padréo aquosas.
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Esses resultados, somado aqueles obtidos com os testes de recuperagdo, sugerem, que a
matriz da amostra ndo interferiu na analise de especiagdo de As.

Para avaliar a exatiddo do método para analise de especiacdo quimica de As por
HG-CT-AAS automatizado, foi utilizado o CRM de arroz ERM-BC211, que possuia
teores certificados para tAs de 260 pg kg, iAs de 124 pg kg e DMAs de 119 pg kg™
A massa do CRM utilizada no preparo da suspenséo foi de, aproximadamente, 160 mg,
que em um volume final de 10 mL, resultava na concentragdo aproximada de 2 pg L*
para cada uma das espécies de As na suspensao. Essa concentracdo das espécies de As
era a mesma da solucdo padrdo de controle preparada diariamente. As suspensdes do
CRM néo puderam ser preparadas com as mesmas massas utilizadas para as amostras
pois a concentragdo das espécies de As extrapolaria o limite superior da faixa de trabalho,
que era de 2,5 ng para iAs e DMAs.

Os resultados obtidos para iAs e DMAs, nas suspensdes do CRM, apresentados
na Tabela X1V ndo diferiram significativamente dos valores certificados com um nivel
de confianca de 95% segundo o teste t-student. Isso indica que o método adotado para o
preparo da suspensdo ndo causou conversao das espécies de As, sendo assim, eficiente
para a analise de especiacdo de As nos produtos de arroz, por HG-CT-AAS automatizado
com multiatomizador. O valor de tAs encontrado foi calculado pela soma das espécies
IAs, MMAs e DMAs determinadas no CRM.

Tabela X1V. Resultados analiticos obtidos por HG-CT-AAS automatizado na especiacédo
de As no CRM ERM-BC211 na forma de suspensdo. As concentracdes sdo a média +

desvio padrdo, n =5, exceto para o tAs encontrado.

= K} "
Espécie de As C?:f[?fzrca:das - k?Encontrado ROS/OD ReCUEJJ/eOraQaO
IAs 124 +£11 123+ 4 3 99
MMAs - 171 4 -
DMAs 119+13 122+ 4 4 103

tAs 260 + 13 262 + 32 - 101

3 Calculado a partir da soma das espécies de As determinadas no CRM ERM-BC211

O CRM néo possuia a concentracdo da especie MMAs certificada, mas a
comparagdo da soma das espécies de As determinadas na suspensdo do CRM, com a

concentracéo de tAs certificada, para a qual se obteve uma recuperacdo 101% do As total
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contido no CRM, sugere que a concentracdo de MMAs determinada esteja em

conformidade com o teor real dessa espécie de As no CRM.

5.1.3.2. Anélise de tAs por ICP-MS

Para a determinagdo de As total por ICP-MS as curvas de calibragdo foram
construidas da mesma forma nos dois equipamentos utilizados. Um branco e cinco
solugdes padrdo aquosas, com 5% de HNOs, na faixa de concentracdo de 0,15 a
3,0 ug L de arsénio foram utilizadas na confeccéo da curva de calibracdo. As medidas
foram realizadas em triplicata. Os limites de detec¢do e quantificagdo na andlise de tAs
por ICP-MS, foram calculados como trés vezes (36) e dez vezes (10c) o valor do desvio
padrdo de dez medidas do branco, respectivamente®®. Na Tabela XV s&o apresentados os
resultados de LOD e LOQ do método obtidos com os dois espectrobmetros de massas

utilizados na determinacéo de tAs nas amostras e CRMs.

Tabela XV. Limites de detec¢édo e quantificacdo do método obtido para determinacéo de
tAs em amostras de alimentos infantis por ICP-MS apds digestao acida assistida por forno

de micro-ondas.

Espectrometro de  Hg As g™

massas LOD? LOQ?
NexION 300D 0,003 0,01
Agilent 7700x 0,001 0,005

% Calculado para uma massa de 0,5 g

Para avaliar, a eficiéncia do procedimento de digestdo acida assistida por micro-
ondas e a exatiddo do método andlise de tAs por ICP-MS, foram utilizados os CRMs de
arroz, ERM-BC211 e o NIST 1568a, que possuiam teores certificados para tAs de 260 +
13 pg kg e 0,29 + 0,03 mg kg™, respectivamente. Na Tabela XV sdo apresentados 0s
resultados de tAs obtidos, bem como os respectivos espectrdometros de massa utilizados

nas analises.
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Tabela XVI. ConcentracGes de tAs encontradas nos materiais de referéncia certificados
ERM-BC211 e NIST 1568a por ICP-MS apds digestdo acida assistida por micro-ondas.

As concentragdes sdo a média £ desvio padréo, n = 3.

. NIST 1568a? ERM-BC211°
Espectrometro ~ ~
de massas Encontrado  Recuperacdo  Encontrado  Recuperacéo

mg As kg % ug As kg %
NexION 300D 0,29 +£0,01 100 - -
Agilent 7700x - - 262,8 £5,3 101

3 Concentragdo de tAs certificada: 0,29 + 0,03 mg kg
b) Concentracéo de tAs certificada: 260 + 13 ug kg™

Como pode ser observado na Tabela XVI, os resultados obtidos ndo diferiram
significativamente do valor certificado, indicando que o método de digestdo proposto é
apropriado para a decomposicéo das amostras de alimentos infantis. As concentracdes de
tAs encontradas nas amostras serdo apresentadas na se¢do 5.1.4, juntamente, com 0s
resultados da anélise de especiagdo de As, possibilitando assim, uma melhor comparacao

das recuperacdes de As (balanco de massa).

5.1.4. Analise das amostras de férmulas infantis

Apos a verificacdo da exatiddo método, onde foi constatado que o procedimento
de preparo da suspensao aplicado, foi eficiente e ndo ocasionou a conversao das espécies
de As contidas no CRM, foram determinadas as concentracfes das espécies de As nas 11
amostras de alimentos infantis listadas na secao 4.1.6.

Os resultados da andlise de especiacdo quimica de As para as 5 amostras de MC
e 6 amostras de PR, sdo apresentados na Tabela XVII, juntamente com os resultados de
tAs obtidos por ICP-MS. Esses ultimos foram utilizados no calculo das recuperacdes de
As nas amostras (balango de massa), sendo considerados como os valores reais de As

contidos nas amostras.
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Tabela XVII. Resultados analiticos obtidos por HG-CT-AAS automatizado com
multiatomizador para as especies de As em amostras de alimentos infantis na forma de

suspensdo. As concentraces sao a média £ o desvio padrdo (n = 5).

Amostra Concentragéo, pg kg™ Recue)eragéob
iAs MMAs DMASs tAS? &
MC1 75+3 34+0,1 67+3 147+ 2 99
MC2 65+3 33+0,1 49 + 2 120+ 1 98
MC3 94+4 34+0,1 36+1 131+9 102
MC4 99+3 5,3+£0,2 89+2 190+ 9 102
MC5 85+2 48+0,1 48 + 2 133+6 104
PR1 45+ 2 3,0+£0,1 15+1 64+3 98
PR2 47+ 2 3,8+£0,2 54+2 112+ 7 94
PR3 63+3 3,0+£0,2 67+3 141+ 8 94
PR4 68+3 29+0,1 74+3 152 +5 95
PR5¢ 8,3+0,2 <LOQ 3,1+0,2 128+1 94
PR6° 42+0,1 <LOQ 16+0,1 5,7+04 106

% Resultados obtidos por ICP-MS

b Calculado a partir da soma das espécies de As determinadas, por HG-CT-AAS automatizado com
multiatomizador, e as concentracfes de tAs determinadas por ICP-MS

° Amostras analisadas in natura (ndo-liofilizadas)

As recuperacdes de As (balanco de massa) obtidas com a utilizacdo da técnica
de HG-CT-AAS automatizada com multiatomizador, na analise de especiacdo de As em
alimentos infantis na forma de suspensdes, ficaram na faixa de 94-106% (Tabela XVII),
0 que sugere que todo 0 As contido nas amostras estava na forma de iAs, MMAs e DMAs.
Nos trabalhos que utilizaram técnicas cromatogréaficas (IC, AEC ou HPLC) acopladas ao
ICP-MS35%055%6 a5 faixas de recuperacio de As foram mais variadas, sendo que
Llorente-Mirandes et al.>*, com a utilizacdo de LC-ICP-MS, relatou uma faixa de
recuperacdo de As de 94,6-102,2%, que é similar a encontrada nesse trabalho.

Como pode ser visto na Tabela XVII, as espécies majoritarias de As encontradas
em todas as amostras de alimentos infantis analisadas foram iAs e DMAS, 0 que esta de
acordo com a literatura®>%05+57 A espécie MMAs foi encontrada em baixas
concentragdes, sendo a espécie de As minoritaria em todas as amostras analisadas. Os
teores de MMAs obtidos nas amostras do tipo MC estdo de acordo com as reportadas
previamente por Juskelis et al.>. Levando em consideracio a abundancia relativa de iAs

e DMAs em cada uma das amostras de mistura de cereais para mingau (MC), os
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resultados também estdo de acordo com o que é reportado em outros trabalhos®®5%%4,
sendo a concentragdo de iAs, majoritariamente maior que a da espécie DMAs.

Como as concentracOes das espécies de As apresentadas na Tabela XV para as
amostras de papinhas (PR) brasileiras (PR1-PR4), sdo para o extrato seco (amostras
liofilizadas), esses teores foram recalculados com base no teor de umidade de cada uma
das amostras. As concentracOes recalculadas para as espécies majoritarias encontradas
variaram de 8,3-13,1 pg kg e de 2,8-13,9 ug kg? para iAs e DMAs, respectivamente,
estando de acordo com os resultados obtidos para as amostras produzidas nos EUA (PR5
e PR6) e com a literatura®, para esse tipo de alimento infantil.

Em virtude da maior toxicidade e do que as legislagdes pertinentes tratam sobre
o arsénio inorganico, um maior enfoque sera dado para esta espécie de As. Primeiramente,
guando as concentracbes de iAs encontradas para as amostras do tipo MC séo
comparadas, pode-se notar que as brasileiras (MC1 e MC2) possuem teores de iAs
inferiores as produzidas nos EUA (MC3, MC4, MC5). Essa diferenca esta de acordo com
0 que € citado na literatura, pois é diretamente relacionada a quantidade de derivados de
arroz utilizado para a producdo desses alimentos, ao cultivar do arroz e ao local de
plantio®. No entanto, levando-se em consideragio o que determina a legislago brasileira,
chinesa e europeia, todas as amostras do tipo MC analisadas estariam atendendo aos
limites de 300, 150 e 100 pg kg™ de iAs, respectivamente. Apesar da legislagdo brasileira
ndo categorizar os alimentos infantis dentre 0s outros que possuem niveis maximos de
iAs listados, foi possivel enquadra-los em uma categoria, levando-se em conta o seu
componente majoritario, mas esse limite € trés vezes maior que o novo limite introduzido
pela nova legislagdo alimentar europeia, indicando que o assunto é atual e estd em
constante anélise.

Apenas as amostras MC3 e MC4, produzidas nos EUA, possuem teores de iAs
limitrofes, levando-se em conta a legislacio europeia (100 pg kg?). Juskelis et al.®
analisaram 31 amostras de alimentos infantis do tipo MC produzidos nos EUA e, em 4
delas, o teor de iAs excedeu o limite, considerado seguro pela legislacdo europeia, das
quais duas apresentaram teores superiores ao da legislacdo chinesa, que é de 150 ug kg™
de iAs. No entanto, mesmo a amostra com a concentracdo de iAs mais elevada, que foi
de 206 pg kg™, ndo atingiu o limite estabelecido pela legislacéo brasileira. E importante
mencionar que os EUA ndo possuem uma legislacéo que estabeleca limites de iAs, ou até

mesmo tAs, em alimentos.
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Quando se observa as concentracdes de iAs encontradas nas amostras de
papinhas do tipo refei¢do (PR), nenhuma delas possui iAs em teores que ultrapassem o0s
limites estabelecidos por nenhuma legislacdo vigente, principalmente se for levado em
consideracdo o teor de umidade contido nessas, conforme descrito anteriormente. I1sso se
deve ao fato da diversidade de produtos utilizados para a producéo desse tipo de alimento
infantil, que inclui, por exemplo, carnes, tubérculos, legumes, vegetais e frutas que,

conhecidamente, possuem baixos teores de arsénio®.
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5.2. DETERMINACAO INDIRETA DE ENXOFRE EM OLEO DIESEL POR
HR-CS GF MAS COM AMOSTRAGEM DIRETA

5.2.1. Escolha da molécula alvo e comprimento de onda

Como mencionado anteriormente, o uso do instrumento de HR-CS AAS
permitiu 0 monitoramento de moléculas diatbmicas, abrindo novas possibilidades para
determinacédo de enxofre. Nesse sentido, embora existam diferentes moléculas alvo que
podem ser monitoradas como, por exemplo, CS, SH e SnS, ha um consenso nos trabalhos
publicados!?2L19-157 de que os melhores resultados sdo obtidos com a molécula de CS na
determinacédo de S em amostras que possuem carbono em sua composi¢cado como materiais
bioldgicos e derivados de petr6leo*°. Por isso, a molécula diatdmica de CS foi escolhida
como molécula alvo nesse trabalho. Essa molécula possui uma forte banda espectral na
faixa entre 257,5 nm e 259 nm, que corresponde a sequéncia vibracional Av = 0 da
transicéo eletrénica X'*—AI. Dentro da banda gerada pelo movimento vibracional é
encontrado um espectro gque apresenta varias linhas rotacionais finas de largura (~24 pm)
similar as linhas atbmicas, possibilitando, assim, 0 seu monitoramento por um
espectrémetro de absorcdo atdémical#®. Outro fator importante, levado em consideragdo
para a escolha dessa molécula, é a estabilidade da ligacdo C-S, que possui uma energia
de dissociacéo de 714,1 kJ mol™.

Ja foi reportado o uso dos comprimentos de onda de 257,593 nm, 257,958 nm e
258,056 nm1021150-157 nara a determinacgdo S, como CS, sendo que os dois ultimos sdo
considerados mais “sensiveis”?11°0152155.1%6 | evando-se em consideracdo essa maior
sensibilidade e o fato da linha analitica situada em 258,056 nm ja ter sido utilizada na
determinacéo de enxofre, como CS, em 6leos combustiveis?, ela foi escolhida para esse
trabalho.

5.2.2. Estudos preliminares
Na literatura existem diversos trabalhos acerca da determinacgdo de enxofre por
HR-CS GF MAS, via CS, que citam a utilizacdo de modificadores permanentes, dentre

eles pode-se citar 0 uso de Zr?1%° W2L1%6  Til% Tal% ¢ Rul®. O uso do modificador

permanente é recomendado para evitar o contato da amostra com o grafite do tubo e a
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razdo para isso, € evitar a reacdo competitiva entre o enxofre e o carbono que resulta na
formacao de dissulfeto de carbono (CS), que € muito volatil e causa perdas de enxofre!®®.

As investigacBes preliminares foram realizadas em tubo para solidos com
plataforma recoberta com 400 g de Ir. O Ir foi escolhido, como modificador permanente,
pelo seu uso ainda ndo ter sido reportado na técnica de HR-CS GF MAS, até o inicio do
trabalho, e por ele ja ter sido utilizado no desenvolvimento de métodos para determinagao
de metais em 6leo cru'®*. Para as medidas, foi utilizado um volume de 10 pL das amostras
de oleo diesel S50, S500 e S1800. Um primeiro estudo foi realizado com o modificador
em solucio e temperaturas de pir6lise e vaporizagéo utilizados por Heitmann et al.'>®.
Para isso, 20 pL de uma solugdo 2 g L de Ca + 0,02% de Triton X-100 (pipetada sobre
a amostra) foi usada como modificador, totalizando uma massa de 40 pg de Ca. As
temperaturas de pirélise e vaporizacdo utilizadas foram de 700 °C e 2400 °C,
respectivamente. Durante as medidas, ndo foi observado sinal analitico para a amostra de
diesel S50 e nas outras duas amostras, de diesel S500 e S1800, observou-se um sinal de
Aint muito baixo.

Posteriormente, outro experimento foi realizado com as mesmas temperaturas de
pirélise e vaporizacgdo utilizadas no procedimento anterior, mas dessa vez foi empregada
a mistura de Pd/Mg como modificador em solugdo®!. Para tanto, 20 pL de uma solugéo 2
gL1dePd+1gL?de Mg+ 0,02% de Triton X-100, equivalente a uma massa de 40 g
de Pd + 20 pg de Mg no forno, foram empregados. Observou-se a formacao de um sinal
analitico bem resolvido para as amostras de 6leo diesel S500 e S1800. Para a amostra de
6leo diesel S50 nédo foi observada a formacao de sinal analitico.

Com a pipetagem manual, foi observado que a amostra se espalhava para a parte
externa e alca da plataforma, o que acarretou altos desvios padrao relativos durante as
medidas. Frente a isso e considerando ainda o fato da amostra ser liquida e ndo possuir

alta viscosidade, passou-se a utilizar o amostrador liquido com tubo PIN.

5.2.3. Estudo de modificadores quimicos

5.2.3.1. Escolha dos modificadores quimicos

Considerando a importancia do uso de modificadores quimicos para

estabilizagdo do enxofre no tubo de grafite, 0 uso de diferentes modificadores
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permanentes (Ir, Zr e Ru) e modificadores em solucdo (Pd, Mg, Ca e Pd/Mg), foram
investigados.

A utilizagdo dos modificadores quimicos, de um modo geral, é muito importante
pois esta relacionada ao tipo de amostra, bem como a composicdo de sua matriz e ao
elemento que se deseja determinar. Sabe-se que o programa de temperatura aplicado ao
forno de grafite ¢ utilizado para fazer uma separagdo “in situ” do analito e dos
concomitantes antes da etapa de atomizagéo (em GF AAS) e vaporizacdo (em GF MAS).
Assim, elevadas temperaturas de pirolise sdo requeridas para que haja uma efetiva
eliminacdo da matriz que compde a amostra, entretanto, para que o analito ndo seja
volatilizado durante as etapas de secagem e pirolise, os modificadores quimicos sdo
empregados™®. Na literatura existem varias mencdes ao uso de modificadores quimicos
na determinacdo de S, como CS. Dentre os elementos citados e suas combinacfes
destacam-se, Ca?>'%, Pd®®®, nanoparticulas de Pd*®’ e Pd/Mg'%2,

O comportamento desses diferentes modificadores quimicos foi avaliado para
uma amostra de 6leo diesel e duas solucgdes padrdo de S (L-cisteina e &cido sulfamico). A
amostra de Oleo diesel S500 (ndo-diluida) foi usada nesse estudo devido sua alta
concentracdo de enxofre. Para escolher os modificadores quimicos mais apropriados, 0s

parametros levados em consideragdo foram: a Aint € 0 perfil do pico.

0,08

0,06

0,04

Absorvancia integrada, s

0,02

0,00 -
Iridio Zirconio Ruténio

Figura 14. Absorvancias integradas para 10 uL de 6leo diesel S500 usando 400 pg de
cada modificador permanente (Ir, Zr e Ru) e 40 pg de Pd (O), 20 ug de Mg (@), 40/20
pg de Pd/Mg (m) e 40 pg de Ca (M). Tpir: 800 °C, Tvap: 2500 °C. As barras de erro
correspondem ao desvio padrdo de trés medidas (n = 3).
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Como pode ser visto na Figura 14, a Aint mais alta foi observada com a utilizagéo
de Ir, como modificador permanente, combinado com o uso de Pd/Mg como modificador
em solucédo. O uso de Ir como modificador permanente, combinado ao uso de Pd, como
modificador em solucéo, foi reportado previamente na determinacdo de S em amostra de
alimentos, no entanto os autores nio avaliaram o uso do Mg*®. No presente trabalho,
como pode ser visto na Figura 14, o Mg em conjunto com o Pd, desempenha uma
importante fungéo na estabilizacdo do S presente na amostra. A forte interagéo entre Pd
e S ja é bem conhecida devido ao envenenamento de catalisadores de Pd pelo S*¢¢7 o
que explica a utilizacdo do Pd como modificador quimico. Entretanto, como pode ser
visto na Figura 14, a combinagdo do Mg com o Pd aumenta a capacidade de estabilizacéo
do S pelo Pd, o que esta de acordo com o que foi reportado por Kowalewska?. Qiao e
Jackson'®® reportaram que o Mg faz com que o Pd se distribua mais uniformemente sobre
a superficie da plataforma, favorecendo a formacéo de menores aglomerados de Pd, o que
pode aumentar a interacdo entre Pd e S devido ao aumento da area de Pd exposta. Isso
estd de acordo com a aplicagdo de nanoparticulas de Pd, como modificador quimico,
reportado recentemente por diferentes autores?®*>’. O uso das nanoparticulas reforca a
ideia de ocorrer uma melhor interacdo entre o modificador quimico e o analito, ja que sua
utilizacdo proporciona uma distribuicdo muito homogénea do Pd na plataforma o que
acarreta na formacao de uma maior area de contato para interacdo com a amostra devido
ao pequeno tamanho das particulas. Para os padrdes, os melhores resultados também
foram encontrados com o uso dos mesmos modificadores quimicos, portanto, a
combinacdo de Ir, como modificador permanente, e Pd/Mg, como modificador quimico
em solucéo, foi escolhida para as etapas seguintes do trabalho.

5.2.3.2. Otimizacdo da massa de modificador quimico

Apos a escolha dos modificadores quimicos, onde a condicéo Ir e Pd/Mg, como
modificador permanente e modificador em solucdo, respectivamente, mostrou ser a ideal,
foi feita a otimizagdo da massa de Pd/Mg. Para tanto, foram realizadas medidas com 6leo
diesel S500 e os padrdes de S que estavam sendo estudados. Como pode ser observado
na Figura 15, a Aint mais alta para a amostra de diesel foi obtida com a utilizacdo de
80/40 pg de Pd/Mg, respectivamente, indicando que que massas menores de Pd/Mg nao
sdo apropriadas para estabilizar o S contido na amostra. Essa massa de 80/40 ug de

Pd/Mg, respectivamente, é duas vezes maior que a utilizada por Kowalewska?! e a massa
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de Pd é oito vezes maior que a quantidade de nanoparticulas de Pd utilizada por Nakadi

et al.?,

0,15+

0,12 -

, S

0,09 — B

0,06

Absorvincia integrada

0,03

0,00 -

T T T T T T T
0/0  20/10 40/20 60/30 80/40 100/50 120/60 140/70
Massa de Pd/Mg, pg

Figura 15. Efeito da massa do modificador quimico de Pd/Mg na absorvancia integrada
das medidas de 20 pL dos padrées (500 ng de S) e 10 pL da amostra de 6leo diesel S500,

com a utilizagdo de 400 ug de Ir, como modificador permanente. (m) S500, (®) acido

sulfamico, (A) L-cisteina. Tpir: 800 °C, Tvap: 2500 °C. As barras de erro correspondem ao
desvio padréo de trés medidas (n = 3).

Para os padrdes as curvas evidenciam, na Figura 15, que massas menores do
modificador quimico de Pd/Mg séo suficientes para estabilizar o S, mas o valor mais alto
de Aint também foi obtido com a utilizagdo da massa de 80/40 pg de Pd/Mg,
respectivamente. Assim, dentre as massas de modificador quimico em solugédo estudadas,

80/40 g de Pd/Mg foi escolhida para confeccdo das curvas de pir6lise e vaporizacao.

5.2.4. Curvas de pirdlise e vaporizacao

As curvas de pirolise foram construidas pipetando-se 20 pL da solucdo de
modificador quimico (80/40 ug de Pd/Mg, respectivamente) e 20 pL dos padrdes, que
possuia o equivalente a 500 ng de S. Para as medidas da amostra, foi utilizado o0 mesmo
volume de modificador e 10 pL de 6leo diesel S500. A temperatura de vaporizagao
utilizada para confeccdo das curvas de pirdlise foi de 2500 °C. As curvas de pirolise para

0s padrdes e amostra s&o mostradas na Figura 16.
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Figura 16. Curvas de pir6lise para a molécula de CS a partir dos padrdes (500 ng de S) e
10 pL da amostra de 6leo diesel S500, com 80/40 ug de Pd/Mg, respectivamente, como
modificador em solucdo, em tubo PIN com de 400 pg de Ir, como modificador
permanente. (M) S500, (®) acido sulfamico, (A ) L-cisteina. Tvap: 2500 °C. As barras de

erro correspondem ao desvio padréo de trés medidas (n = 3).

Como pode ser observado na Figura 16, a amostra de 6leo diesel S500 mostrou
possuir uma estabilidade térmica maior que a dos padr@es de S, exibindo um patamar até
a temperatura de pirolise de 1500 °C, enquanto que para os padrdes 0s maiores valores
de Aint sdo observados entre 900 e 1100 °C. Essa estabilidade térmica superior observada
para a amostra pode ser atribuida ao maior teor de carbono contido na mesma, em
comparagdo com os padrdes, fato esse, que ja foi relatado previamente por Ferreira et
al.1*4. Além do mais, comparando-se as curvas de pirdlise, para amostras de 6leo diesel,
reportadas por Nakadi et al.?! e a obtida na Figura 16, observou-se que uma maior
estabilidade térmica foi obtida no presente trabalho. Nakadi et al.?! relatam uma queda
abrupta de sinal, em termos de Aint, para temperaturas de pirélise entre 300 e 600 °C, com
a utilizacdo de nanoparticulas de Pd, como modificador quimico, sugerindo que o0 uso do
modificador quimico de Pd/Mg em conjunto com Ir, proporciona uma maior de
estabilizacdo do S em amostras de diesel. Os autores relatam ainda que esse fato foi
observado tanto na técnica de HR-CS GF MAS, quanto na técnica de HR-CS SS-GF
MAS. Além disso, 0 mesmo comportamento também foi relatado por Kowalewska?! com
a utilizacdo de Pd/Mg, como modificador quimico. A autora reportou uma acentuada
queda no sinal quando temperaturas de pirélise maiores que 400 °C foram aplicadas na

analise de oleo combustivel residual e nas medidas de padrdes organicos. Isso,
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provavelmente, ocorreu devido a utilizacdo da reduzida massa de Pd/Mg (16/8 g,
respectivamente), que nédo foi suficiente para estabilizar o S, e como foi mencionado
anteriormente, no item 2.2.3.4, ndo foi possivel utilizar massas maiores de Pd/Mg devido
a baixa solubilidade desse modificador (em base organica) em xileno.

Na Figura 17 sdo apresentados os perfis de absorvancia, no CP, para os padrdes
e amostra de 6leo diesel S500. Na Figura 17a estdo os perfis de absorvancia obtidos com
a condicdo que estava sendo usada antes da confeccdo das curvas de pirolise, ou seja,
temperatura de pirolise de 800 °C. Ja na Figura 17b, estdo os perfis de absorvancia obtidos
com a utilizacdo da temperatura de 1100 °C, pela maior sensibilidade para a amostra de

6leo diesel ter sido obtida nessa temperatura.
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Figura 17. Perfis de absorvancia obtidos no CP para a molécula de CS a partir dos
padrdes (500 ng de S) e 10 pL da amostra de 6leo diesel S500, com 80/40 ug de Pd/Mg,
respectivamente, como modificador em solucéo, em tubo PIN com de 400 pg de Ir, como
modificador permanente. Tvap: 2500 °C. @) Tpir: 800 °C e b) Tpir: 1100 °C. (m) L-cisteina,

(m) &cido sulfamico e (m) dleo diesel S500.

Pode ser visto na Figura 17a, que a vaporizacdo da molécula de CS, dos padrdes,
quando a temperatura de pir6lise de 800 °C foi aplicada, ocorre temporalmente apds a
vaporizagdo do CS proveniente da amostra de 6leo diesel S500. Com o incremento dessa
temperatura, observa-se na Figura 17b, que a vaporizacdo se da ao mesmo tempo, tanto
para os padrbes, como para o diesel, tornando os perfis de absorvancia mais semelhantes.
Embora os perfis fiquem ligeiramente mais largos, essa foi a condigéo selecionada por
apresentar um maior sinal em Aint para a amostra. Portanto, a temperatura de pirélise

adotada para as investigagdes futuras foi de 1100 °C.
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Ap0s fixada a temperatura de pirdélise, partiu-se para otimizacdo da temperatura
de vaporizacdo. Para tanto, foram feitas curvas de vaporizagdo para os padrfes de S e
amostra de Oleo diesel S500, que sdo mostradas na Figura 18. A temperatura de
vaporizacdo de 2500 °C apresentou os maiores valores de Aint para o acido sulfamico e
para a amostra de 6leo diesel S500. Para a L-cisteina, observou-se um sinal de Aint
ligeiramente maior em 2400 °C, mas levando-se em consideracdo os desvios padréo das
medidas, em 2400 °C e 2500 °C, essa diferenca néo foi significativa. Assim, a temperatura

de vaporizacdo de 2500 °C foi definida para as etapas futuras do trabalho.
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Figura 18. Curvas de vaporizacgdo para a molécula de CS a partir dos padrdes (500 ng de
S) e 10 pL da amostra de 6leo diesel S500, com 80/40 pg de Pd/Mg, respectivamente,
como modificador em solucdo, em tubo PIN com de 400 pg de Ir, como modificador
permanente. (M) S500, (e) acido sulfamico, (A ) L-cisteina. Tpir: 1100 °C. As barras de
erro correspondem ao desvio padréo de trés medidas (n = 3).

Antes de iniciar a confeccdo da curva de calibracdo e determinar os parametros
de mérito do método, as condi¢bes obtidas para a amostra de 6éleo diesel S500, foram

aplicadas e avaliadas na analise do CRM.

5.2.5. Investigagdes com o material de referéncia certificado

Como mencionado anteriormente, as condi¢des otimizadas até o momento
(modificadores quimicos e temperaturas de pirolise e vaporizacdo) foram aplicadas na

analise do CRM de enxofre em 6leo diesel, NIST SRM 2724b. Para isso, inicialmente,
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um volume de 5 pL do CRM foi introduzido no forno de grafite. O volume foi reduzido,
em comparacdo com a amostra de 6leo diesel S500, devido a ocorréncia de alguns
respingos do CRM para a parede do tubo e janelas de quartzo durante as etapas de
secagem do programa de temperatura (Tabela VIII).

Levando em consideracdo o teor de enxofre certificado no CRM, os valores de
Aint obtidos durante sua analise, foram menores que os valores esperados. Frente a isso,
diferentes estratégias foram investigadas objetivando alcancar o valor de enxofre
certificado no CRM. A primeira variavel otimizada para 0 CRM foi a massa de
modificador quimico em solucdo (Pd/Mg) e, como pode ser visto na Figura 19, a melhor
sensibilidade, isto €, o valor de absorvancia integrada mais alto foi obtido com a massa
de 120/60 pg de Pd/Mg, respectivamente, entretanto, se alcangou apenas 28% do valor

de S certificado.
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Figura 19. Efeito da massa do modificador quimico de Pd/Mg na absorvancia integrada
das medidas de 5 pL do material de referéncia certificado SRM NIST 2724b, com a
utilizacdo de 400 pg de Ir, como modificador permanente. Tpir: 800 °C, Tvap: 2500 °C. As
barras de erro correspondem ao desvio padréo de trés medidas (n = 3).

Considerando a hipdtese de que o valor de S certificado no CRM néo havia sido
atingido devido a possiveis perdas de compostos de enxofre volateis nas etapas que
precederam a etapa de vaporizacdo da molécula de CS, a temperatura de pirdlise foi
reduzida de 1100 °C para 400 °C, mas os valores de Ain obtidos foram praticamente 0s

mesmos para ambas as temperaturas.
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O proximo passo, foi a substituicdo do tubo com plataforma PIN por um tubo
sem plataforma no sentido de verificar se a maior area de contato da parede do tubo
promoveria uma maior intera¢do Pd-S, prevenindo assim perdas dos compostos volateis
de S contidos no CRM. Para esse experimento utilizou-se um tubo sem plataforma com
0s mesmos modificadores quimicos usados previamente (400 pg de Ir e 120/60 pg de
Pd/Mg, respectivamente) e foi aplicado o programa de temperatura que consta na Tabela
IX. No entanto, como pode ser visto na Figura 20, o valor de A obtido nesse
experimento, com a utilizacdo do tubo sem plataforma, foi menor que valor obtido com a
utilizacdo do tubo com plataforma PIN. Frente a isso, descartou-se a utilizacéo de tubos

sem plataforma PIN.
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Figura 20. Absorvancias integradas obtidas na analise de 5 pL do material de referéncia
certificado de enxofre em Oleo diesel NIST 2724b em tubos de grafite com e sem
plataforma integrada, com a utilizacdo 400 pg de Ir, como modificador permanente e
120/60 pg de Pd/Mg, respectivamente, como modificador quimico em solucéo.
Tpir: 1100 °C e Tvap: 2500 °C. As barras de erro correspondem ao desvio padréo de trés
medidas (n = 3).

Ainda levando em consideracdo a interacdo Pd-S, observou-se que quando o
volume de CRM injetado no tubo de grafite com plataforma PIN foi diminuido de 5 puL
para 2 pL, houve um aumento na recuperacdo do S de 28% (5 pL) para 45% (2 pL) do
valor certificado. Baseado nesses resultados foi testada a estratégia de diluir o CRM de

oleo diesel, com intuito de inserir massas ainda menores de CRM no tubo de grafite. No

95



Hiber, Charles S.; 2016 Resultados e Discussao

experimento foram utilizados as massas de modificadores quimicos e o programa de
temperatura otimizados para o tubo com plataforma PIN.

As concentragBes das solucdes testadas foram de 0,05, 0,125 e 0,25 kg L do
CRM diluido em 1-propanol. Como resultado dessa diluicdo, se obteve trés solucdes
homogéneas, das quais se utilizou um volume de 10 pL para a analise. Boas recuperacdes
de enxofre foram obtidas com o uso das solu¢Ges com concentracdo de 0,05 e 0,125 kg
Lt de CRM em 1-propanol, a Gnica diferenca entre os resultados dessas duas solugdes foi
que o desvio padrdo das medidas foi maior para a solu¢do que continha uma menor massa
do CRM (0,05 kg L ™). Isso sugere que a diluicdo do CRM no alcool melhorou a interagio
do S, contido no éleo diesel, com o Pd, provavelmente devido a uma melhor distribuicéo/
espalhamento da amostra sobre a plataforma do tubo de grafite.

Apds essas observacdes, de que a amostra deve ser diluida para ser inserida no
tubo de grafite, novas curvas de pirélise e vaporizacdo para a amostra de 6leo diesel S500
foram construidas. Para isso, foi preparada uma solugdo com concentragdo de 0,125 kg
L1 de 6leo diesel S500 em 1-propanol para confecgdo dessas curvas que sao apresentadas

na Figura 21.
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Figura 21. Curvas de pirolise (W) e vaporizagao ( A ) para molécula de CS a partir de 10
UL de uma solugdo 0,125 kg L™ de 6leo diesel S500 em 1-propanol, com a utilizagdo 400
pg de Ir, como modificador permanente e 120/60 g de Pd/Mg, respectivamente, como
modificador quimico em solucédo. Tvap: 2500 °C, para a curva de pirdlise e Tpir: 1100 °C,
para a curva de vaporizacdo. As barras de erro correspondem ao desvio padréo de trés
medidas (n = 3).

96



Hiber, Charles S.; 2016 Resultados e Discussao

Pode-se observar na curva de pirolise da amostra diluida (Figura 21) que a
estabilidade térmica diminuiu quando comparada com a amostra ndo-diluida (Figura 16),
0 que estd de acordo com o que foi discutido anteriormente a respeito da relacdo da
estabilidade térmica com a quantidade de carbono inserida no tubo de grafite. As
melhores temperaturas para pirolise e vaporizacdo da amostra diluida foram 1100 °C e
2500 °C, respectivamente, que sdo as mesmas definidas anteriormente para a amostra
ndo-diluida e padrdes.

5.2.6. Escolha do padréo de enxofre

Dois compostos de enxofre foram investigados como padrdes nesse estudo, a L-
cisteina (C3H7NO>S) e o acido sulfamico (HsNSOs), ambos em solugbes aquosas. No
inicio do trabalho foi utilizada a DL-cisteina, mas essa substancia foi substituida pela L-
cisteina devido a problemas relacionados com sua solubilidade em agua. Conforme
mencionado no item 4.2.5, o modificador quimico em solugdo (Pd/Mg) foi injetado, no
tubo de grafite, juntamente com as solu¢Ges padrdo, durante suas medidas. O
procedimento utilizado na analise das amostras e CRM, que consistia na secagem prévia
do modificador quimico em solugdo, também foi testado e os resultados obtidos em
ambos os procedimentos (injetando juntamente e secando previamente o modificador)
forneceram os mesmos resultados em termos de Ain. Dessa forma, o primeiro
procedimento de injecdo do modificador juntamente com a solucdo padrdo, foi escolhido
devido ao menor tempo de analise. Os dois padrBes investigados apresentaram
sensibilidades semelhantes, mas o perfil do pico obtido com a L-cisteina se mostrou mais
similar aos do CRM e das amostras de diesel S500 e S10, como pode ser observado na

Figura 22.

97



Hiber, Charles S.; 2016 Resultados e Discussao

0,06

0,05

0,04

0,03

Absorvancia

0,02

0,01

0,00

Tempo, s

Figura 22. Perfis de absorvancia resolvidos no tempo para molécula de CS no
comprimento de onda de 258,056 nm para a (m) L-cisteina, (m) &cido sulfamico, (m) CRM
SRM 2724Dh, (m) diesel S500 e (=) diesel S10, com a utilizacdo 400 ug de Ir, como
modificador permanente e 120/60 pug de Pd/Mg, respectivamente, como modificador
quimico em solugo. Tpir: 1100 °C e Tvap: 2500 °C. L-cisteina (500 ng S) e solugdes com
0,125 kg L™ do CRM SRM 2724b, 0,125 kg L™ de 6leo diesel S500 e 0,250 kg L de

oOleo diesel S10 em 1-propanol.

Esta similaridade também pode ser observada quando sdao comparados 0s
espectros de absor¢cdo molecular resolvidos temporalmente, da molécula de CS, obtidos
com a amostra de 6leo diesel S500 diluida em 1-propanol (Figura 23a) e a L-cisteina
(Figura 23b). Pode-se observar na Figura 23 que o S contido na L-cisteina e no éleo diesel
possuem um comportamento térmico semelhante, isto €, ambas as moléculas sdo
vaporizadas no mesmo intervalo de tempo, entre 1 e 2 s, aproximadamente. O que reforca
a viabilidade do uso da L-cisteina, em solucdo aquosa, como padrdo de enxofre na anélise
de amostras de 0Oleo diesel. Por esta razdo, a L-cisteina foi utilizada para confec¢do da

curva de calibracéo.

98



Hiber, Charles S.; 2016 Resultados e Discussao

cia
=3
=

Absorvanciz

257,95
258,00
Q"np,,, 258,05
ey, @ 25810
“ ong, 258,15
. 0

Figura 23. Espectro de absor¢do molecular, resolvido temporalmente, da molécula de
CS, obtido da (a) solugdo padrdo aquosa de L-cisteina (500 ng S) e de (b) 10 pL de uma
solugdo 0,125 kg L™ de dleo diesel S500 em 1-propanol. Medidas realizadas em tubo de
grafite PIN com 400 pg de Ir e 120/60 pg de Pd/Mg, respectivamente. As setas indicam
0 comprimento de onda de 258,056 nm. Tpir: 1100 °C e Tvap: 2500 °C.

5.2.7. Parametros de mérito

A curva de calibracdo foi construida com solugfes padrao aquosas de L-cisteina.
foi utilizado um branco e oito solucBes padrdo na faixa de concentracdo de 6,25 a 100 mg
L de S, correspondendo a massas de 125 a 2000 ng de S, em um tubo de grafite com
plataforma PIN. O volume dos padrdes e modificador quimico, bem como o
procedimento que foi utilizado € descrito na se¢do 4.2.5. Foi utilizado 400 pg de Ir, como
modificador permanente, e 120/60 ug de Pd/Mg, respectivamente, como modificador
quimico em solucdo. O programa de temperatura que foi aplicado é apresentado na Tabela
VIII. Os parametros de mérito calculados com a utilizacdo da L-cisteina estdo expressos
na Tabela XVIII.
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Tabela XVIII. Parametros de mérito obtidos com a solucéo de L-cisteina para calibragédo
na determinacéo de S, como CS, por HR-CS GF MAS usando 400 ug de Ir e 120/60 pg
de Pd/Myg, respectivamente, como modificadores quimicos.

Parametro A =258,056 nm (CP + 1)
Equacdo da reta Aint = 0,0014 + 0,2165 m (g)
Coeficiente de correlagdo (R) 0,9996
Faixa de trabalho 12-2000 ng
Mo 17 + 3 ng?
LOD 3,6ng°/1,4mgkg?c
LOQ 12ng®/4,7mgkg?®
3 Média + desvio padrdo combinado (n = 24)

® Absoluto
° Calculado para 2,5 mg de amostra.

O limite de deteccdo e o limite de quantificacdo relativos foram calculados para
uma massa de 2,5 mg de amostra, que foi a massa de 6leo diesel S10 contida em 10 pL
da amostra diluida injetada no tubo de grafite.

Foi montada uma carta controle a partir do monitoramento, por 24 dias, do
padrdo de L-cisteina. Esses resultados foram utilizados para o calculo da mo, bem como,
0 seu desvio padrdo. A mo obtida foi maior que a calculada por Kowalewska?!, que foi de
12 ng. No entanto, o LOD obtido nesse trabalho foi, aproximadamente, 4 vezes menor
que os 14 ng reportado pela autora. Comparando o LOD apresentado na Tabela XVI1I
com os relatados por Nakadi et al.?°, ele foi, aproximadamente, 85 e 2 vezes menor que
0s encontrados para 0os métodos com a utilizacdo de emulsdo alcodlica e de anélise direta
de diesel, respectivamente.

5.2.8. Verificacao da exatiddo do método

O valor da concentragédo de enxofre obtida para 0 CRM SRM 2724b, utilizando
atécnica de HR-CS GF MAS e solucdes padrdo aquosas para calibracdo, sao apresentados
na Tabela XIX. Pode-se observar que o valor obtido é concordante com o valor
certificado, demonstrando uma boa exatiddo do método proposto. O resultado
encontrado, também, confirma que solucGes padrdo aquosas podem ser aplicadas para a
calibracdo na determinacdo de enxofre em amostras de 6leo diesel por HR-CS GF MAS,

utilizando o método proposto.
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Tabela XIX. Resultado obtido para determinacdo de enxofre no CRM SRM 2724b
diluido em 1-propanol (0,125 kg L), por HR-CS GF MAS com calibracdo feita com
solucdo padrdo aquosa de L-cisteina em tubo de grafite PIN com 400 pg de Ir e 120/60
pg de Pd/Mg, respectivamente. Tpir: 1100 °C e Tvap: 2500 °C.

Valor certificado  Valor encontrado? RSD
CRM 1 1
mg kg mg kg %
SRM 2724hbP 4265 +5,7 416,1+115 2,8

3 Média de dois conjuntos de medidas com n = 3 em cada + desvio padrdo combinado
® Diluigéo de 0,125 kg L' de SRM 2724b em 1-propanol

5.2.9. Analise das amostras de 6leo diesel

Apbs a verificacdo da exatidao, o método proposto foi aplicado na determinacao
de enxofre em quatro amostras de dleo diesel, duas com o teor méximo de enxofre de 500
mg kg? (S500-A e S500-B), e outras duas com teor maximo de enxofre de 10 mg kg

(S10-A e S10-B). Os resultados dessa determinacdo sao apresentados na Tabela XX.

Tabela XX. Determinacdo de enxofre em amostras de 6leo diesel diluidas em 1-propanol
em tubo de grafite PIN usando 400 pg de Ir e 120/60 pug de Pd/Mg, respectivamente,
como modificadores quimicos, por HR-CS GF MAS e valores de referéncia para amostras
de 6leo diesel S10 determinados pelo método ASTM D 5453:2012. Tpir: 1100 °C e
Tvap: 2500 °C.

Concentragio de enxofre, mg kg

Amostra RSD
HR-CS GF MAS  ASTM 5453

S500-A? 161 +5 — 28

S500-B? 119+ 6 — 4,7

S10-AP 72+0,5 6,9 7,0

S10-BP 56+0,7 5.6 12

3 Diluicdo de 0,125 kg L™ da amostra em 1-propanol
® DiluicAo de 0,250 kg L™ da amostra em 1-propanol

Durante as andlises, o sinal em Aint das amostras de 6leo diesel S10 obtidas foram
muito baixas (aproximadamente 0,01 s) utilizando-se a concentragdo de 0,125 kg L™ da
amostra em 1-propanol. Assim, para a analise dessas amostras, a concentracéo foi elevada
para 0,25 kg L da amostra de 6leo diesel S10 em 1-propanol. Os valores encontrados

para a concentracdo de enxofre nas amostras S10-A e S10-B empregando a técnica de
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HR-CS GF MAS foram comparados com os resultados informados pelo CECOM-
UFRGS, que foram obtidos através do método ASTM D 5453:2012. Os resultados
encontrados com as duas técnicas foram concordantes para as duas amostras, mostrando
que solugbes com maiores concentracGes de Oleo diesel em 1-propanol podem ser
empregadas, a0 menos, para amostras de 6leo diesel com baixas concentracdes de
enxofre, como os ULSD.

Os resultados concordantes para as amostras de 6leo diesel S10, com a utiliza¢do
de uma concentracdo de 0,25 kg L da amostra em 1-propanol, sugerem que existe
alguma limitacdo na massa de enxofre que pode ser estabilizada no tubo de grafite, ja que
na medida do CRM e 6leo diesel S500, a utilizagdo dessa concentracéo (0,25 kg L) em
1-propanol ndo apresentou resultados satisfatorios. Para confirmar essa observacéo, testes
de recuperacao foram realizados com a adicdo, dentro do tubo de grafite, de 0,25 ug de
enxofre (solucdo padrdo de L-cisteina) sobre 10 puL da amostra de 6leo diesel S500 (nédo-
diluida). As recuperagdes de enxofre ficaram entre 97 e 102%, confirmando que ndo
houve efeito de matriz. Reunindo essas observacGes com as obtidas na otimizacdo da
massa de modificador quimico em solucdo, onde o aumento da massa de Pd/Mg nao
promoveu o aumento da Aint para 0 CRM e a amostra de 6leo diesel S500, parece que
existem algumas limitacdes na massa de enxofre da amostra que interage com o Pd/Mg e
é, consequentemente, estabilizado.

Considerando o que foi exposto, para amostras com teores desconhecidos de
enxofre, é prudente usar uma baixa concentracdo de Oleo diesel na solu¢do com 1-
propanol (0,125 kg L) e em caso de ndo haver sinal analitico de CS ou se o sinal for
muito baixo, a concentracio pode ser aumentada para 0,25 kg L™ de 6leo diesel na solugio
com o &lcool.

Na Tabela XX pdde-se observar que os valores dos desvios padrdo para as
medidas de 6leo diesel S10 foram relativamente altos, principalmente para a amostra de
6leo S10-B. Isso provavelmente ocorreu em virtude de a concentracdo de enxofre nessa

amostra estar préxima do LOQ.

5.2.10. Observacdes sobre a rotina analitica

A cada cem queimas o recobrimento de Ir da plataforma do tubo PIN era
assegurado pela adi¢do de um adicional de 40 pg de Ir. Para isso era utilizado o programa

de temperatura apresentado na Tabela X.
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O tempo de utilizagdo do tubo de grafite foi de aproximadamente 350 queimas.
Os mesmos ndo apresentaram rachaduras nem quebraram durante a analise das amostras
de 6leo diesel, mas um consideravel desgaste foi observado na parte externa do tubo, ao
redor do orificio de amostragem. Esse desgaste ocasionou uma diminui¢do do sinal

analitico para o CS durante as analises.
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6. CONCLUSOES

Uma reducdo significativa das etapas envolvidas no preparo das amostras de
alimentos infantis na andlise de especiagdo quimica de As, por HG-CT AAS
automatizado, e na determinac&o indireta de S em 6leo diesel, por HR-CS GF MAS, foi
alcancada, quando comparada as etapas empregadas nos métodos de preparo de amostra
mais utilizados (extracdo e emulsdo/micro-emulsdo). Ademais, 0 tempo necessario para
a medida das amostras de alimentos infantis na forma de suspensdo, com a técnica de
HG-CT-AAS, ¢ inferior aos despendidos com a técnica de HPLC-ICP-MS. No caso do
oleo diesel, o procedimento de diluicdo das amostras consumiu um tempo inferior aos
utilizados nas técnicas de preparo de emulsdo/micro-emulsdo, empregados para amostras
de combustiveis com a técnica de AAS.

O emprego da amostragem em suspensdo possibilitou a separacéo e detecgédo
adequada e confidvel de trés espécies de As (iAs, MMAs e DMASs) contidas nas amostras
de alimentos infantis analisadas por HG-CT-AAS automatizado e multiatomizador. Além
do mais, o método de preparo de suspensao foi eficiente e ndo ocasionou a conversdo das
espécies de As, o que foi comprovado pela analise do CRM de arroz. O uso do HCI
3 mol L, combinado com aquecimento e agitacio ultrassonica, foi o procedimento mais
adequado para o preparo da suspensdo. Além disso, o método possui uma boa
reprodutibilidade entre as medidas e os valores de LOD e LOQ foram satisfatorios para a
analise de especiacdo de iAs, MMAs e DMAs, atendendo os limites das legislacGes
vigentes. Dessa forma, 0 método proposto, por ser de baixo custo, relativamente simples
e exato, se apresenta como uma excelente alternativa as técnicas mais utilizadas para esse
fim, como o HPLC-ICP-MS.

As espécies iAs e DMAs foram majoritarias nas amostras analisadas, ja 0 MMAs
foi encontrado em menores quantidades, concordando com a literatura. Dentre as espécies
detectadas, o iAs, que € a mais tdxica, foi predominante nas amostras do tipo mistura de
cereais para preparo de mingau e foi encontrada em menores quantidades nas amostras
de papinhas do tipo refeicdo. Os valores de iAs determinados nas amostras analisadas
nesse trabalho ficaram abaixo do limite permitido pelas legislacGes brasileira, europeia e

chinesa, vigentes.
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Com a utilizacdo da técnica de HR-CS GF MAS, na determinacdo indireta de
S, uma simples dilui¢cdo da amostra de 6leo diesel, com o 1-propanol, foi suficiente para
fornecer resultados confiaveis. A andlise direta da amostra ap6s a dilui¢do com o alcool,
minimizou drasticamente o nimero de etapas operacionais que seriam empregadas se um
método de preparo de amostra como a emulsdo/micro-emulsdo, fosse utilizado. Os
resultados sugerem que a diluicdo da amostra fez com que houvesse uma maior interacao
entre o Pd e 0 S, pela melhor distribuicdo/espalhamento da amostra sobre a plataforma do
tubo de grafite.

A mistura de Pd/Mg, empregada como modificador quimico, combinada ao uso
de Ir como modificador permanente foi eficiente na estabilizagdo do S possibilitando que
altas temperaturas de pirélise pudessem ser aplicadas, temperaturas essas, superiores que
as reportadas com a utilizacao de nanoparticulas de Pd como modificador quimico?.

O método desenvolvido é relativamente simples e, além do mais, solugdes
padrdo aquosas puderam ser empregadas para a confeccdo da curva de calibracao.
A L-cisteina mostrou ser a substancia mais indicada, dentre as avaliadas, para ser utilizada
como padréo de S.

Os resultados obtidos demonstraram que o método desenvolvido é exato uma
vez que o teor de enxofre encontrado no CRM e nas amostras que possuiam a
concentracdo de enxofre determinada pelo método padrdo ASTM 5453:2012, foram
concordantes. Uma boa precisdo foi obtida para o método, pois para as medidas do
padrdo, analise do CRM e amostras de 0leo diesel S500, os valores de desvio padrao
relativo foram inferiores a 4%. Apenas para as amostras de 6leo diesel S10, que o desvio
padrdo relativo extrapolou 0s 5%, em virtude de o teor de enxofre nessas amostras estarem
préximos do LOQ. O LOD obtido nesse trabalho permite a determinacédo de enxofre em
oOleos diesel com teores ultrabaixos desse elemento, como o 6leo diesel S10 brasileiro.
Oleos diesel com diferentes concentragdes de enxofre podem ser analisados com o
método proposto a partir da variagdo da concentracdo da amostra na solugdo

com 1-propanol.
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