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RESUMO

O desenvolvimento e a otimizagdo de novas metodologias que diminuam o impacto
ao meio ambiente e contribuam para uma quimica mais sustentavel se faz necessario,
assim a busca por métodos analiticos que minimizem o uso de reagente e de energia
e que reduzam a quantidade de residuos gerados é recomendavel pelos conceitos da
Quimica Verde. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e otimizacao de
dois procedimentos de preparo de amostras para tecidos vegetal e animal: um
baseado na digestdo &cida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) e um
segundo empregando radiacdo ultravioleta (UV), utilizando HNO; diluido e peréxido
de hidrogénio (H,O,) como oxidante auxiliar, para amostra vegetal (Marandu,
EMBRAPA E1001a) e tecido animal (Peixe — Tissue the Fish-Ipen) e determinacédo de
arsénio empregando espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente
(ICP-MS). Para a otimizacdo dos procedimentos foram aplicados planejamentos
fatoriais do tipo Doehlert, onde, a triagem e o ajuste fino das variaveis envolvidas nos
processos foram realizadas e os modelos matematicos gerados foram avaliados pela
ANOVA (p < 0,05), onde ndo apresentaram falta de ajuste significativa. A melhor
condicao experimental para a decomposicado de aproximadamente 200 mg de ambas
as amostras por MW-AD foi uma mistura de 6 mL de HNO; (5 mol L!) associada a 2,0
mL de H,0, (30% v v1), tempo de 15 minutos e temperatura de 190 °C, com um teor
de 5 e 3 % de carbono residual para a forrageira marandu e o tecido de peixe,
respectivamente. Para a metodologia de UV, a melhor condi¢cdo para ambos tecidos
foi de 150 mg de amostra, 6 mL de HNO; (0,65 mol L), 2,0 mL de H,0, (30% v v?)
em um tempo de 24 minutos, com recuperacao de arsénio de 93% para o marandu e
85% para o tecido de peixe. Os resultados mostraram que esses dois métodos estéo
de acordo com a Quimica Verde, evidenciando vantagens como o emprego de
menores quantidade de solventes, de tempo de reacdo e de geracao de residuos,
sendo considerados pela a Eco-Escala analitica métodos ambientalmente amigaveis

e uma alternativa valida aos métodos convencionais de preparo de amostra.

Palavras-chave: Andlise elementar. Preparo de amostra. UV. Radiacdo micro-
ondas. ICP-MS.



ABSTRACT

The development and optimization of new methodologies that reduce the impact on
the environment and contribute to more sustainable chemistry is necessary, as well as
a search for analytical methods that minimize the use of reagent and energy and that
reduce the amount of waste generated is recommended by the concepts of Green
Chemistry. This work aimed to develop and optimize two sample preparation
procedures: one based on Microwave-assisted Acid Digestion (MW-AD) and a second
using ultraviolet (UV) radiation, using dilute nitric acid and hydrogen peroxide as
auxiliary oxidant, for vegetable (Marandu, EMBRAPA E1001a) and animal tissue (Fish
tissue, IPEN) and arsenic determination using inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). For the optimization of the procedures, Doehlert design was
used, in which the screening and fine-tuning of the variables involved in the processes
performed and the generated mathematical models were assessed by ANOVA (p <
0.05), where non-synchronized lack of adjustment. The best experimental condition for
decomposition of approximately 200 mg of both samples by MW-AD was a mixture of
6 mL of HNO; (5 mol L) and 2.0 mL of H,O, (30% v v1), time of 15 min and
temperature of 190 °C, with a content of 5 and 3% of residual carbon for marandu and
fish, respectively. For the UV methodology, the best condition for both tissues was 150
mg of sample, 6 mL of HNO; (0.65 mol L), 2.0 mL of H,O, (30% v v!) in one time 24
minutes, with 95% of recovery for arsenic in marandu and 93% for fish tissue. The
results confirm that these two are in accordance with Green Chemistry, showing
advantages such as the use of lower amounts of solvents, reaction time and waste
generation, considered by the Eco-scale analytical environmentally friendly methods,

and a valid alternative to conventional methods of sample preparation.

Keywords: Elemental analysis. Sample preparation. UV. Microwave radiation. ICP-
MS.
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1 INTRODUCAO E FUNDAMENTOS

O desenvolvimento de experimentos que empregam a decomposi¢cdo de uma
ampla variedade de matrizes no preparo de amostra frequentemente tem por objetivo
quantificar elementos quimicos presentes nestas matrizes. Contudo nessa etapa de
manipulacdo da amostra busca-se minimizar os problemas de contaminacéo e perdas
durante a analise quimica (KRUG, 2006; ROCHA et al., 2013).

Existe um interesse no desenvolvimento de métodos de preparo de amostra
fundamentados na decomposi¢éo acida, que buscam diminuir custos com reagentes
guimicos e energia. Essa busca € uma das finalidades da Quimica Verde (GC), e sua
introducdo é progressivamente mais recorrente nos preparos de amostras, que é a
etapa que consome maior quantidade de reagente e energia além da geracao de
elevadas quantidades de residuos quimicos (KOEL, 2016; ARMENTA; GARRIGUES;
DE LA GUARDIA, 2015).

As formas convencionais de preparo de amostra por via umida ainda requerem
altos volumes de reagentes e longos periodos de reacdo, além de elevadas
temperaturas, todos esses fatores sdo considerados desfavoraveis em atencéo aos
principios da Quimica Verde (ARMENTA et al., 2017, GAIUSZKA et al., 2013).

A radiacao ultravioleta (UV) pode ser utilizada em processos alternativos as
formas convencionais de preparo de amostra, como a digestdo acida assistida por
radiacdo micro-ondas (MW-AD). O uso da UV nos procedimentos de preparo de
amostra apresenta vantagens, como a decomposi¢cdo da matéria organica de forma
mais simples, econémica em termos de reagentes, energia, custo de instrumentacéo
e com alta frequéncia analitica (BENDICHO et al., 2010, KOMOROWICZ et al., 2019).

Na MW-AD emprega-se radiacdo micro-ondas promovendo assim o0
aquecimento do meio reacional, aumentando a reatividade quimica e promovendo a
extracdo dos analitos (MELLO; BARIN; GUARNIERI, 2014). A decomposicdo de
matrizes organicas também pode ser promovida pela radiacdo UV que apresenta
energia suficiente para que ocorram as transicdes eletrénicas, levando a quebra de
ligacbes quimicas e geracdo de radicais livres que destroem a matéria organica,
decompondo-a (GOUVEA et al., 2014). Nesses dois procedimentos experimentais,
empregam-se menores volumes de solventes, tempos de extracdo e energia,

corroborando com os principios da Quimica Verde.
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Em todos esses métodos de preparo de amostra, o papel do solvente é
fundamental para que se tenha dissolugdo de solidos e extracdo de analitos
desejaveis. Além disso, devem ser investigados e avaliados alguns fatores, como
diferentes concentracdes e tipos de solu¢gdes de solventes extratores, a temperatura
e 0 tempo reacional, para a obtencdo das melhores condicbes experimentais
(FERREIRA et al., 2004).

A presenca de elementos contaminantes em amostras animais e vegetais tém
se tornado objeto de muitos trabalhos (VINATORU et al., 2017; MOHAMMED;
MOHAMMED; MOHAMMED, 2017; MECHE, et al., 2010). O desenvolvimento de um
preparo de amostra para a extracdo desses elementos sdo estratégias fundamentais
para que através de um método apropriado de andlise seja possivel determina-los,
avaliando assim, os possiveis impactos provocados pela contaminacao, desequilibrio
ecoldgico e também aos danos a satde em seres vivos (AMARAL; NOBREGA,;
NOGUEIRA, 2013; SALEH et al., 2020).

Aliado a estes quesitos, o desenvolvimento de um uUnico método analitico
simples e reprodutivel de decomposicédo de amostras animais e vegetais sao de suma
importancia, pois apresentam vantagens que aceleram e simplificam o preparo de
amostra. Ha poucos trabalhos na literatura que relatam uma Unica condicao
experimental desenvolvida de procedimento de preparo de amostra para diferentes
tipos matriciais (CARRILHO et al., 2002; SANTOS et al., 2010). Estes trabalhos
utilizam procedimentos Unicos de preparo de amostras e que envolvem o uso de uma
mesma condicdo reacional, com quantidades e tipos de reagentes iguais para uma
decomposicéo eficiente e rapida de materiais de composicdes diferentes. Além disso,
dentre esses trabalhos ha uma grande parcela que utilizam técnicas analiticas com
fonte de plasma, como a espectrometria de emissdo Otica com plasma acoplado
indutivamente (ICP OES) e a espectrometria de massa com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS), que apresentam alta sensibilidade e ampla faixa de trabalho,
sendo eficientes na analise multielementar corroborando com os preceitos da Quimica
Verde (NOVAES et al., 2016).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Quimicaverde e quimica analitica verde

A Quimica Verde surge com a necessidade de implementar condutas quimicas,
que propdem controle e prevengéo da poluicdo ambiental (GAIUSZKA et al., 2013).
Através de tecnologias limpas e ambientalmente sustentaveis é possivel prevenir a
poluicdo ambiental e riscos para a saude dos seres vivos (WUANA; OKIEIMEN, 2011).

Na década de 90 de acordo com Anastas e Warner (1998) a Quimica Verde,
foi definida como “a criacéo, o desenvolvimento e a aplicacado de produtos e processos
guimicos para reduzir ou eliminar o uso e geragcdo de substancias nocivas a saude
humana e ao meio ambiente” definigdo também do ambito da Agéncia de Protecéo
Ambiental (EPA). Ainda em (1998) Anastas e Warner, divulgaram o que se acredita
ser o primeiro manual de Quimica Verde, na qual foram descritos os varios principios
que referenciamos hoje como “Os 12 principios da quimica verde”.

Esses principios tém sido cada vez mais empregados para o desenvolvimento
de métodos analiticos, com o propoésito de minimizar os impactos sobre o meio
ambiente, através da diminuicdo ou eliminacéo da utilizacao e geracéo de substancias
gue oferecam perigos (TOBISZEWSKI; MECHLINSKA; NAMIESNIK, 2010). Desta
forma, houve uma adequacédo desses principios com a finalidade de se atribuir a
guimica analitica, passando a existir o conceito de Quimica Analitica Verde (GAC).

Em 2013, Gatuszka e colaboradores postularam os “12 principios da Quimica
Analitica Verde” que foram: 1) Uso de analise direta para evitar tratamento da amostra,
guando possivel; 2) Tamanho e nimero minimo de amostras; 3) Sempre que possivel
realizar analise in situ; 4) A integracdo de processos e operacdes analiticas que
economizem energia e reducdo no uso de reagentes; 5) Sempre que possivel, utilizar
métodos automatizados e miniaturizados; 6) Evitar os processos de derivatizacao, se
possivel; 7) Evitar producéo de elevados volumes de residuos e propiciar uma gestao
adequada para eles; 8) Preferir métodos multielementares ou multiparametros; 9)
Minimizacdo do consumo de energia; 10) Emprego de reagentes obtidos de fonte
renovavel; 11) Eliminacdo ou substituicdo de reagentes toxicos e 12) Aumento da
seguranca operacional. Dessa forma, novas metodologias e técnicas analiticas estéo

sendo desenvolvidas com critérios amigaveis ao meio ambiente perfeitamente
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associados a protecdo e conservagdo de ecossistemas visando a protecdo ao
operador também (ARMENTA; GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2015).

2.2 Toxicidade do Arsénio

E de grande interesse a determinacdo e o monitoramento dos elementos
guimicos potencialmente toxicos em matrizes diversas, que podem causar danos aos
seres vivos e ao meio ambiente (TCHOUNWOU et al., 2012). Na lista prioritaria de
substancias perigosas de 2015 da agéncia dos Estados Unidos para substancias
toxicas e registro de Doencas, 0 arsénio é considerado o elemento mais toxico devido
a sua persisténcia e ndo degradabilidade (ATSDR, 2015).

O arsénio elementar apresenta numero atémico 33 e € um soélido metalico
acinzentado. O arsénio inorganico encontra-se principalmente na forma de arsenito
(AsO33, As(") e o arseniato (AsO43, AsV), onde, através de processos de oxidagao-
reducdo podem se interconverter. Como descrito na literatura, o arsénio pode ser
encontrado em peixes e frutos do mar, e em agua potavel para o consumo humano.
Devido a natureza altamente tdéxica, mesmo em baixas concentracdes, este pode
causar impactos negativos a saude dos seres vivos (WATANABE; HIRANO, 2013). O
grau de toxicidade do arsénio inorganico esta diretamente atrelado ao fator de seu
estado de valéncia, onde o As inorganico apresenta 100 vezes a toxicidade do As(),
por ser mais soluvel em agua e biodisponivel (MARTINEZ et al., 2011).

Naturalmente o arsénio pode ser encontrado em rochas e sedimentos, entao,
guando a agua entra em contato com essas rochas acontece a solubilizacdo do
arsénio e isso propicia 0 seu transporte para 0s corpos d'aguas. Ja as fontes
antropogénicas de contaminacao incluem as atividades de mineracgéo, aplicacdes de
herbicidas, fungicidas, inseticidas, pesticidas, tintas, cosméticos e preservante de
madeiras (KHOEI et al., 2019; CHOONG et al, 2007; BUNDSCHUH et al, 2012).

O arsénio representa um dos contaminantes mais prevalentes em termos de
area afetada e nimero de pessoas. Aguas subterraneas poluidas por arsénio vem se
tornando um problema crescente e mundial. Acredita-se que uma populacdo de
aproximadamente 200 milhBes de pessoas em quase 70 paises possa estar
ameacada por utilizar Aguas potaveis (destinada ao consumo humano) com elevado
teor de arsénio, que ultrapassa a concentragdo limite permitida pela Organizagéo
Mundial da Saude (WHO), que é de 10 ug L' (BHATTACHARYA et al., 2006). Em
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mais de 70 paises, incluindo india, Canad4, Estados Unidos e Austrélia, estudos
indicam altos niveis de arsénio em suas aguas subterraneas (DEB et al., 2013; MAITY
et al., 2012). Com o intuito de conter a exposi¢cédo de suas populacdes pelo arsénio,
agéncias de protecdo ambiental como a dos Estados Unidos (EPA, 2001), Europa
(Resolucéo n. 40/EC, 2003) e do Brasil (Resolugéo n. 357/2005 CONAMA) adotaram
o limite maximo estabelecido pela WHO. Porém Bangladesh, india, México e Vietna,
gue sdo os paises mais contaminados pelo metaloide, apresentam uma legislacao
que permite até 50 ug L* de arsénio em agua (HUG et al, 2001).

O metaloide pode entrar em contato com os seres humanos atravées da ingestao
direta de 4gua e também por meio de alimentos, como arroz, carnes bovinas e peixes,
além de cereais que sao bastante comuns em varias regides do mundo. O soloirrigado
com agua contaminada com arsénio é a principal rota de contaminagao de lavouras,
ameacando assim a saude dos ecossistemas humanos e do solo (PRAVEEN et al.,
2019).

O monitoramento e determinagéo das espécies de arsénio no meio ambiente é
de suma importancia, ja que a exposicao, inalacdo e ingestdo pelo ser humano
apresentam efeitos altamente toxicos, sendo associados a inumeros problemas de
saude, tais como, cancer, diabetes, espessamento e descoloracdo da pele, dores
estomacais, nausea, vomito, diarreia, dorméncia nas maos e pes, paralisia parcial,
cegueira e doencas pulmonares e cardiovasculares (KOUTROS et al., 2018).

No trabalho de Rahman, Naidu e Bhattacharya (2009) foi estudado a
problematica do acumulo de arsénio na colheita de arroz em Bangladesh, onde o
arroz, sendo o alimento basico foi responsavel pela ingestédo de 0,20 — 0,35 mg dia*
de arsénio entre os habitantes. Chakraborty et al. (2014) estudaram o acumulo de
arsénio em culturas alimentares nas regides da india e Bangladesh, sugerindo que as
plantacdes de alimentos tém causado diversos efeitos na salude das pessoas que
residem na area.

A contaminacdo por arsénio, tornou-se um tépico significativo para pesquisa,
por conta da sua alta toxicidade e persisténcia no meio ambiente. Por ser de grande
ameaca global, ha a necessidade de estudos que descreva novos procedimentos e
metodologias de preparo de amostras, para identificar possiveis contaminacées por

arsénio para a avaliacao de sua toxicidade e bioacumulacdo em diferentes matrizes.
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2.3 Técnicas de otimizagdo multivariada

A quimiometria emprega ferramentas estatisticas e mateméaticas para o
planejamento e otimizagdo de condigbes experimentais. Com a utilizagdo dessas
ferramentas € possivel estudar e identificar, dentre as inGmeras variaveis
experimentais, quais delas de fato apresentam maiores efeitos sobre a resposta que
esta sendo avaliada e quais podem ser negligenciadas, ndo afetando de modo
significativo o sistema estudado (BEZERRA et al., 2008; CALLAO, 2014). No
desenvolvimento de um método analitico deve-se realizar um estudo com a finalidade
de otimizar as variaveis e condi¢cdes experimentais associadas a eficiéncia de um
processo analitico (FERREIRA et al., 2007).

Com o emprego de técnicas de planejamento multivariado € possivel avaliar
simultaneamente um grande numero de varidveis aplicadas em diversos
procedimentos experimentais e matrizes, e além disso, possibilita determinar os
efeitos de interacdo entre essas variaveis estudadas, com o objetivo de obter o melhor
resultado analitico possivel. A partir dessa otimizacdo € possivel estudar e analisar
diversas variaveis de uma so vez, reduzindo os numeros de experimentos necessarios
a serem realizados. Desse modo, o emprego desta ferramenta afeta diretamente a
diminuicdo do custo e tempo de ensaios experimentais, envolvendo maior rapidez e
eficiéncia (NOVAES et al., 2017; PEREIRA-FILHO, 2017), o que também corrobora
com os principios da quimica analitica verde.

A metodologia de superficie de resposta (RSM) € uma ferramenta estatistica
de otimizac&do baseada no planejamento fatorial que analisa e otimiza as variaveis
dentro de um dominio de funcionamento do processo, com a finalidade de modelar e
encontrar uma regido 6tima da superficie investigada, de forma que a resposta varie
de maneira mais pronunciada e desejada. Essa metodologia faz uso de planejamentos
fatoriais, como por exemplo, modelo Box-Behnken, composto central e Doehlert, para
a modelagem e maximizacdo da resposta (GURAY et al., 2020; FERREIRA et al.,
2007; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

2.3.1 Planejamento fatorial do tipo Doehlert

7

O planejamento utilizando o delineamento Doehlert é uma ferramenta

estatistica de otimizacdo que faz uso da modelagem experimental que pode ser usada
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para mapear uma area ampla no dominio de forma mais eficiente, uma vez que mais
niveis sdo atribuidos as variaveis de estudo (NOVAES et al., 2016; BEZERRA et al.,
2019).

Com a utilizacdo desse tipo de planejamento é possivel obter as variaveis em
ndamero de niveis em quantidades diferentes e o maior nivel para a variavel mais
representativa sobre a resposta. Nesse tipo de modelagem, o total de experimento
necessario € (N), N = K2 + K Co, onde, K é o nimero de variaveis e Co € o nimero
de pontos centrais (FERREIRA et al., 2004; GUIMARAES-SILVA et al., 2012).

A utilizacdo de otimizacdo simultanea de respostas multiplas geradas pela
aplicacdo de experimentos multivariados, Doehlert, tem aumentado devido a
necessidade de estabelecer uma relacao confiavel e que satisfaca o funcionamento
de um método analitico. Muitos trabalhos na literatura aplicam essa técnica estatistica
para estudo de uma grande variedade de matriz, tais como petrolifera (CASSELA et
al., 2002), alimenticia (MOMENBEIK et al., 2006), fertilizantes minerais (SOUZA et al.,
2014) e invertebrados marinhos (SANTOS et al., 2010).

2.3.2 Avaliacdo do modelo matematico

Com o objetivo de garantir a confiabilidade do modelo matematico é preciso
testa-lo para constatar se de fato esse modelo gerado descreve o sistema de estudo.
A natureza de um modelo ajustado, mesmo que aproximado, € representar
concordancia entre as variaveis estudadas experimentalmente, bem como as suas
interagcbes dentro de um significativo dominio (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010).

Para atestar a qualidade do modelo matematico gerado € realizada a andlise
de variancia (ANOVA), onde € possivel verificar a concordancia entre as respostas
experimentais e as respostas previstas pelo modelo. A ANOVA é uma ferramenta
estatistica que avalia numericamente a qualidade do ajuste de um modelo, aplicando
0 estudo da significancia dos efeitos através do calculo dos parametros do modelo
proposto, como de regressao e residuos. Nessa etapa do estudo a ANOVA tem como
fonte de variabilidade os efeitos principais e de interacdo das variaveis estudadas no
sistema de estudo (PEREIRA-FILHO, 2017; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2010; CALLAO, 201; BEZERRA et al., 2019).
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No estudo da significancia estatistica da regressao realiza-se a distribuicdo de
Fisher (Teste F), para estabelecer um comparativo entre a relagdo da média
quadrética da regressdo e a média quadratica do residuo, respectivamente,
MSreg/MSres, F-calculado. O F-calculado dessa relacdo é comparado com o valor
correspondente tabelado da distribuicdo F, em funcéo do grau de liberdade e do
intervalo de confiancga. Preferencialmente, espera-se que o F-calculado seja maior que
o F-tabelado, indicando que o modelo gerado € representativo, além disso sugerindo
uma boa aproximacao entre as variaveis e a resposta (BEZERRA et al., 2008).

Outro parametro comparativo sobre a qualidade do modelo, considerando a
distribuicédo F, € a relacdo da média quadratica da Falta de ajuste (MSfaj) e do Erro
Puro (MSpe). Neste caso, para que o modelo seja considerado ajustado aos pontos
experimentais obtidos é preciso que a relacdo MSfaj e da MSpe seja 0 mais baixo
possivel, inferior ao F-tabelado, associado ao respectivo nivel de confianca e graus
de liberdade (FERREIRA et al., 2004; BEZERRA et al., 2019). Em resumo, para que
exista uma boa concordancia entre as respostas experimentais e as previstas pelo
modelo, conferindo um modelo ajustado, 0 modelo de regresséo deve ser significativo,
e a falta de ajuste deve ser pouco significativa.

Uma forma de estudar as multirespostas de um planejamento estatistico &
através de uma abordagem matematica desenvolvida pelos autores Derringer e Suich
(1980), a qual permite a transformacdo das respostas individuais obtidas em cada
experimento a partir da otimizacao experimental, em uma escala adimensional de
desejabilidade individual (di). Estes autores propuseram um método para otimizacao
simultanea, onde cada uma das respostas (y) obtida experimentalmente esta
associada a um valor de desejabilidade individual (di). A abordagem converte cada
resposta experimental (y) em uma funcao de desejabilidade individual (di), que varia
dentro do intervalo entre 0 e 1. Se a resposta for desejada, tera valor 1 e, se aresposta
estiver fora da regido aceitavel, tera valor igual a O.

Em suma, para determinar as funcGes de desejabilidade & preciso definir
valores minimos, maximos e o valor alvo para compor a resposta dada pela
desejabilidade individual. A funcéo de desejabilidade pode descrever a maximizagao
da resposta aceitavel e satisfatoria entre dois valores limite denominado intervalo alvo,
descrita pela funcdo de desejabilidade (di) (DERRINGER; SUICH, 1980). Essa
abordagem matematica possibilita a busca do ponto alvo-resposta desejada dentre as

respostas experimentais associadas as variaveis aplicadas pelo planejamento
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estatistico otimizado. O valor de cada resposta de desejabilidade individual é
calculada de acordo com a Equacgéo 1, onde, o valor L e de U foram a menor e a
maior porcentagem de recuperacdo de arsénio no conjunto de respostas obtidas
experimentalmente (neste trabalho), e o valor T foi o valor alvo (desejado) com valor
1, indicando 100% de recuperacao de arsénio.

( Osey <L
y—Ly
(m) selL S}/ST
di = < U " (Equagao 1)
(U——i) seT <y<U
\ Osey>U

A otimizacéao e o desenvolvimento dos procedimentos de extracdes verdes tém
sido realizados por meio de um delineamento experimental multivariada, como
ferramenta estatistica para monitorar e descrever a influéncia das variaveis sobre a(s)
resposta analitica (CANDIOTI et al., 2014). O uso de ferramentas estatisticas
multivariadas € uma alternativa viavel para a obtencéo de uma condicédo experimental
cujo o objetivo é a minimizacdo do consumo de reagentes, a reducédo de geracao de
residuos e minimizacdo de energia, buscando estar em conformidade com os
principios da Quimica Verde (FERREIRA et al., 2004). Além disso, a aplicacdo do
planejamento multivariado leva definir as variaveis mais apropriadas para a aplicacao
experimental desejada (BEZERRA et al., 2019).

2.4 Preparo de amostra por digestdo acida assistida por radiacdo micro-

ondas

Em meados da década de 70, ja se fazia uso da radiacao de micro-ondas (MW)
com a finalidade de decomposicdo de amostras por via umida. Todavia, essa
alternativa se tornou popular quando foi associada a digestdo acida (MW-AD),
reduzindo o tempo de preparo de amostra e minimizando a quantidade de reagentes e
de residuos gerados (ZHOU et al., 1996).

A energia de micro-ondas € uma forma de radiacdo eletromagnética que
interage com a solucdo acida ou mistura de acidos no meio reacional promovendo o
aquecimento da solucao. Dois processos contribuem para o aquecimento: a interagéo

do campo elétrico das micro-ondas com os ions da solugdo da amostra,
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proporcionando a migracao iénica e a rotacao dos dipolos das moléculas dipolares. A
contribuicdo desses dois processos acarreta o aquecimento do material exposto a
essa radiacao, de forma uniforme e localizada (KRUG et al., 2019).

A alta pressdo gerada nos frascos fechados é uma forma de melhorar o
desempenho do processo de decomposicdo, proporcionando assim a utilizacéo de
temperaturas superiores ao ponto de ebulicdo do acido selecionado, isso acarreta em
uma melhor eficiéncia de decomposicdo em tempos menores. Além disso, em
sistemas fechados a perda de analitos por volatilizacdo é minimizada reduzindo a
contaminagao por fatores externos (MULLER et al., 2016).

A adicdo de agua no meio reacional também pode facilitar o aquecimento no
interior dos frascos, uma vez que as moléculas de agua sofrem vigorosamente
influéncia do campo eletromagnético produzido pelas micro-ondas, sendo que
solucdes de acidos diluidos podem ser empregadas nesse sistema com resultados
efetivos (MELLO; BARIN; GUARNIERI, 2014).

Carrilho et al. (2002) empregaram um volume de 2,0 mL deHNO; concentrado
com 1,0 mL de H,0, 30% v v! na digestdo de amostras biolégicas empregando uma

massa de 300 mg. Araujo et al. (2002) realizaram o estudo de diferentes solugdes de

HNO; (2; 3; 5; 7 e 14 mol L'l) para extracdo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P, Zn e Ba em
amostras vegetais e determinacéo por ICP OES. Neste estudo observaram que o teor
de carbono residual nas condicdes avaliadas foi inferior a 13% m v! e nédo
apresentaram problemas de interferéncia na recuperacéo dos elementos estudados.
A eficiéncia de decomposicdo fazendo uso de solu¢cdes de HNO;3 diluido é
justificada devido um encadeamento de reacdes que acontecem no interior dos
frascos levando a regeneracéao in situ do acido nitrico (HNO3). O HNO; diluido, quando
aquecido em sistemas fechados, principalmente pela radiacdo micro-ondas, tem como
produto reacional o 6xido de nitrogénio (NO), que em atmosfera oxidante se oxida a
didxido de nitrogénio (NO,), que por sua vez reage com a agua formando novamente

0 HNO; e 0 acido nitroso (HNO,). Os compostos nitrosos se decompdem, levando a

formacéo de NO, explicando a hipétese da formacgdo de uma reacdo em cadeia dentro
dos frascos reacionais (GONZALEZ et al., 2009). Dessa forma, enquanto tiver HNO;
aquecido em atmosfera oxidante a matéria organica é oxidada e produz CO», NO e
H-0.
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A eficiéncia da decomposi¢cdo por radiacdo micro-ondas depende do pré-
tratamento da amostra, que inclui a moagem, trituragéo e também o tipo de solvente
utilizado. Nesse sentido, menores tamanhos de particulas tornam a digestdo mais
eficiente, aumentando assim a superficie de contato das particulas com o solvente
utilizado. Outro fator relevante é o tipo de solvente utilizado para o preparo de amostra,
sendo que, solventes com constante dielétrica e maior polaridade, apresentaram
aumento na capacidade de absorcéo da radiacdo micro-ondas (KRUG, 2006).

Momen, Zachariadis e Anthemidis (2007) utilizaram um planejamento fatorial
para otimizar sete variaveis, como, os volumes de HNO3, H.SO4 e H,0,, tempo de
digestao/pré-digestdo, temperatura de aquecimento e massa da amostra. Uma
vantagem deste estudo foi avaliar com precisdo os efeitos principais dentre um maior
numero de variaveis, utilizando apenas 8 experimentos sem perda substancial de
informacdes. O método analitico desenvolvido foi de uma mistura digestora composta
por HNO3 H2>SO4e H,O, para determinar Al, Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb e Zn em
amostras de castanhas comerciais.

Gonzalez et al. (2009) observaram um decréscimo do teor de carbono residual
guando massa equivalente de 200 mg de material de referéncia de musculo bovino
(NIST 8414) foi digerida com uma mistura oxidante de 2 mL de HNO3; combinado com
1,0 mL de H,0,30% v v

O uso do planejamento fatorial fracionado para otimizar a extracao de Ca, Cu,
Fe, Mg, Mn e Zn em amostras de tecido bovino em forno de micro-ondas foi proposto
por Matos et al. (2009). O método mostrou-se eficiente na condi¢do otimizada com
poténcia de 650 W, tempo de digestado de 7 min, 100 pL de HNO3, 0 100 uL de H,0,
(30% v v!) e massa de amostra de 50 mg, apresentando melhores recuperacgées e
menores niveis de teor de carbono residual, inferior a 1,1%.

Andrade, Nascentes e Costa et al. (2012), empregaram &cido diluido em
procedimento MW-AD para a extracao de Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo e Zn por
ICP OES em amostras de biomassa residual. Um planejamento fatorial completo 23
foi aplicado para otimizar trés varidveis: temperatura, volume da mistura acida
digestora e o tempo. A condicdo otimizada foi de 200 mg de amostra com 8 mL de
HNO; 7,0 mol L e aquecimento por 20 min a 180 °C e poténcia maxima de 750 W.

Bressy et al. (2013) estudaram o emprego de soluc¢des diluidas de HNO; nas
concentracdes de 14,2, 7,1 e 4,0 mol L associado a 1 mL de H,0, (30% v v') em

digestéo de trés tipos de amostras de tomate para a determinacédo de Al, Ba, Cd, Co,
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Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Se, Sn, Sr, V e Zn por ICP-MS. As melhores recuperages
foram quando empregou-se uma mistura de 3,5 mL de HNO; e 1,0 mL de H,O, 30%
(m m), correspondendo a uma concentracéo final de aproximadamente HNO; 7,1
mol L.

Khan et al. (2014) estudaram o procedimento analitico aplicando a digestédo
assistida por micro-ondas para a determinacdo de 23 oligoelementos por ICP-MS.
Sugeriram a utilizagcédo de 7 mL de HNOz e 1,0 mL de H,0O, para a digestao de 500 mg
de em amostras de canela, circuma, coentro e cominho. A solugéo de HNO; (70% v
v'1) apresentou recuperacio entre 91 a 107%.

Barbosa et al. (2015), realizaram o estudo de acido diluido associado a MW
para a extracédo de elementos tracos em amostras vegetais e quantificagéo por ICP-
MS. Recomendaram o uso de 7 mL de HNO3 (2,1 mol L'*) com 1 mL de H,0O, 30% (v
v1) suficiente para digestdo de 250 mg de material de referéncia certificado de farinha
de arroz (NIST 1568a). A solucdo de HNO; (14% v v') apresentou recuperacgio

superior a 95% para Cu, Fe, Mg, Mn e Zn. Muller et al. (2016) estudaram a relagéao

entre concentragdes de H,O, (30% e 50% v v'l) e temperatura do meio reacional com
o teor de carbono residual apés a digestdo utilizando radiacdo micro-ondas para
extracdo de elementos tragcos em amostras de leite em p6. O método mostrou-se
eficiente, com solucdes finais com baixa acidez e toxicidade.

Tarantino et al. (2016) empregaram o procedimento de digestéo acida assistida
por micro-ondas utilizando HNO; diluido para determinacdo de oligoelementos em
amostras de arroz para a determinacgéo de Al, As, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Se
e Zn por ICP-MS. Nesse estudo foi aplicado um planejamento fatorial, onde a condicéo
ideal para a digestdo de 250 mg de amostra foi a uma temperatura de 200 °C, tempo
de digestdo de 20 minutos e concentracdo de 4,5 mol L™ de HNO;. Os autores
consideraram que a otimizacdo do método através do planejamento estatistico de
forma multivariada apresentou vantagens em relacdo ao custo, minimizacdo de
residuos e seguranca do analista.

Brito et al. (2017) empregaram uma mistura oxidante de HNO; e H,0, para
extracdo de As, Cd e Pb e quantificacdo por ICP-MS em amostras de farinhas de
vegetais. Neste estudo uma massa de 500 mg foi digerida com 6 mL de HNO; (7 mol
LY e 2 mL de H,0, (30%). Foram obtidos digeridos com teor de carbono residual

inferior a 0,21%.
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Correia et al. (2017) estudaram a aplicacdo de um planejamento fatorial para a
otimizacdo do procedimento do MW-AD em amostras de farinha de mandioca, milho
e trigo, para determinacéo de Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Ni, P, S, Sb,
Sr e Zn por ICP-MS. As variaveis avaliadas foram concentracdo de HNO; e H,O,, que
foram otimizados e relacionados com eficiéncia de digestdo, dado pelo teor de
carbono residual. A condicdo escolhida apo6s a otimizagédo foi de 2,0 mol L* de HNO;
e 5% (m m?) de H,0..

Souza et al. (2018) avaliaram as concentracdes dos elementos Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Mo, Na, P e Zn na linhaca e amostras de gergelim por ICP OES. Empregaram
um planejamento fatorial completo para otimizar a digestdo acida assistida por micro-
ondas avaliando as variaveis, temperatura, concentracdo de HNO;, volume de
peroxido de hidrogénio (H,O;) e o tempo de digestdo das amostras de linhaca e
gergelim. A condicdo escolhida apés a otimizacéo foi de 3,0 mol L't de HNO3, 0,5 mL
de H,0,, temperatura de 195 °C e o tempo de 20 minutos.

Lima et al. (2018) desenvolveram um unico procedimento analitico para o
preparo de amostras de diferentes tecidos de siri-azul utilizando digestao assistida por
radiacdo micro-ondas para a determinacéo de Cu, Mn, Fe e Zn por espectrometria de
absorcao atbmica com chama (FAAS). Nesse estudo foi aplicado um planejamento
fatorial e a funcédo desejabilidade (di) para a otimizacdo das variaveis: temperatura,
tempo de digestdo, volume de H,O, e HNO;. O método mostrou-se eficiente na
condicéo otimizada em 160 °C, 21 minutos, 1,0 mL de HNO; (65% m m™), 1,0 mL de
H,0, (30 % m m).

2.5 Preparo de amostra empregando extracdo acida assistida pela radiacéo

ultravioleta

A busca pelo preparo de amostra mais verde através de metodologias mais
ecoldgicas, simples e econbmicas € crescente por parte da comunidade cientifica
(CLARK, 2005). A implementacdo da radiacdo (UV) pode fornecer vantagem na
conversdo da amostra em outra forma que permita a determinacdo dos analitos de
interesse que compdem essa amostra (POYATOS et al., 2010; GOLIMOWSKI,;
GOLIMOWSKA, 1996). A radiacdo UV induz efeitos fotoliticos e fotocataliticos

aplicados em processos de remediacdo de contaminantes através da decomposigcéo
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da matéria organica que contém elementos inorganicos toxicos (CAPELO-MARTINEZ
et al., 2004).

A radiagdo UV cobre uma faixa de comprimento de onda do espectro
eletromagnético que varia entre 100 a 400 nm e que pode ser subdividida em: UVA
(315 —400 nm), UVB (315 — 280 nm) e UVC (280 — 100 nm) (GOLIMOWSKI,
GOLIMOWSKA, 1996). Existem trés fontes luminescentes de ultravioleta: deutério,
xenobnio e vapor de mercurio. Na pratica laboratorial o mais utilizado é a fonte de vapor
de mercurio por descarga de arco por apresentar baixo custo, boa eficiéncia
energética proporcionando uma boa conversao da energia elétrica em radiacdo UV
(GOUVEA et al., 2014).

O mecanismo de foto-oxidacdo de substancias organicas por radiacdo UV
ocorre através da geracao de radicais hidroxilas ("OH), que iniciam as reacfes em
cadeia nas substancias organicas contidas nas amostras mineralizadas, onde estes
radicais apresentam alto poder oxidante que sdo os responsaveis pela oxidacao da
matéria organica (KIM et al., 2012; NASUHOGLU; YARGEAU; BERK, 2011).

Os radicais ‘OH séo gerados através da associacdo da radiacdo UV com o
H,0,, acarretando uma quebra homolitica das moléculas de H,O,. Deste modo, o
H,0O,, que € um &cido fraco, com potencial oxidante relativamente alto (1,77 V) e que
individualmente (isto €, sem uso de UV) nao gera radicais hidroxila. Assim, o H,O, na
presenca de luz UV, absorve radiacdo em 254 nm, produzindo radicais hidroxilas que
sdo responsaveis pelo processo de oxidacdo da amostra, como demonstrado na
Equacao 2 (BRAUN; MAURETTE; OLIVEROS, 1991; NASUHOGLU; YARGEAU;
BERK, 2011).

H,0, + Hv — 2HO® (Equacao 2)

Porém, em meios reacionais com altas concentracdes de H,0,, as moléculas
de H,0, podem reagir com ‘OH produzindo radicais de menor potencial de oxidacao,
HO>" (Equacéo 3).

H,0, +*OH - HO," + H,0 (Equacao 3)

O "OH é altamente reativo, praticamente ndo seletivo e um poderoso oxidante.
Normalmente o uso desse oxidante € empregado na decomposi¢cdo de compostos

organicos o que leva a uma mineralizagdo completa, resultando em compostos mais
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simples, como, CO2, H2O e ions inorganicos (SHAHIDI; ROY; AZzOUZ, 2015;
POYATOS et al., 2010), como apresentado na Equacgéo 4.

Espécies inorganicas + *OH — CO, + H,0 + ions inorganicos (Equacao 4)

A decomposicdo de compostos organicos pode estar relacionada com a taxa
de reacao (k), de forma que em pH béasico devido a presenca de ions carbonato e
bicarbonato ocorre a diminuigdo da velocidade de reacgdo. ISso por que esses ions
reagem com °‘OH, diminuindo a quantidade de radicais livres disponiveis para
degradar os compostos organicos e diminuindo consequentemente a velocidade da
reacdo (SHAHIDI; ROY; AZZOUZ, 2015; MOTA et al., 2008).

Solucdes de HNO;, além de terem capacidade oxidante quando utilizados
concomitantemente com a radiacédo UV, também apresentam uma fonte geradora de
radicais "OH auxiliando na dissociacéo da ligacdo do analito com a matéria organica,
(GILBERT; BAGGOTT, 1991), reduzindo o tempo necessario para a decomposicao

dos compostos organicos:

NO,~ + H,0 + Hu - NO, + OH™+ *OH (Equagdo 5)

NO,”™ + H,0 + Hu - NO + OH™+ *OH (Equago 6)

Esses acidos nitrosos expostos a radiacdo UV levam a formacédo dos ions
nitrito, que em contato com a radiacdo se decompdem produzindo outros radicais ‘OH.
Portanto, o emprego de HNO; é essencial para obtencéo de resultados satisfatorios
em processos de extracdo em materiais biolégicos, onde sua presenca com H,0,
associado a radiacdo UV tem seu poder catalitico aumentado (GOLIMOWSKI;
GOLIMOWSKA, 1996; MANJUSKA; DASH; KARUNASAGAR, 2007).

A aplicacéo da radiacdo UV no preparo de amostra tem apresentado inimeras
vantagens notaveis na area de andlise de elementos tracos relacionados
principalmente com rapidez e eficiéncia, com o uso de pequenos volumes de acidos
diluidos e adicéo de solucdo de H,0, combinado a luz UV, eliminando a necessidade
de uso de reagentes concentrados (GOUVEA et al., 2014). Muitos trabalhos relatados
na literatura vém explorando a extracdo de analitos inorganicos em variados tipos de
amostras, apresentando as potencialidades do uso da radiacdo ultravioleta no
tratamento de diferentes tipos de matrizes (HOLLMAN et al., 2020; ROSARIO-ORTIZ;
WERT; SNYDER, 2010).
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A comparacdo de métodos convencionais MW-AD de amostras de mel com a
digestao promovida pela radiagéo UV foi estudada por Buldini et al. (2001). No método
foi empregado uma lampada UV de 500 W, e uma proporc¢éo das misturas oxidantes
de 1 mL de H,O, concentrado combinado com 10 pL de HNO; por 30 min e
temperatura de amostra mantida por 85 °C. Os resultados obtidos pela digestéo
promovida pela radiacdo UV apresentaram recuperacgao variando de 97 — 103% para
Cd, Co, Cu, Fe, Pb, Ni e Zn.

Manjusha et al. (2007) estudaram a decomposicdo de 250 mg de amostras
alimenticias, apés aplicacdo da fotélise UV com 200 pyL de H,0, (30% v v1) na
presenca de 7 mL do oxidante HNO3 durante 1 h (65 °C), para determinacédo de
selénio. Observaram que a aplicacdo da radiacdo UV foi um procedimento bem-
sucedido com recuperacoes na faixa de 94 — 103%.

Janssens et al. (2019) empregaram a combinac¢éo da luz UV com H,O, para
degradacédo de amostras medicinais em efluentes de agua residuais. Em apenas 10
minutos de irradiacdo utilizando uma lampada de vapor de mercurio de 600 W a
degradacédo apresentou um aumento linear em relacdo ao tempo e quantidade de
H,O, adicionado, apresentando remocé&o acima de 98%.

Aplicacéo da radiacdo UV também foi utilizada com sucesso para extracdo de
oligoelementos em amostras de chorume proveniente de aterro sanitario (MORAIS;
ZAMORA, 2005), pesticida (STULP; SILVA; MARMITT, 2008), efluentes (BARRERA
et al., 2012), além de farmacos em aguas residuais (KEEN et al., 2012; YUAN et al.,
2009).

2.6 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

Existe uma tendéncia crescente a busca do uso de métodos de analise de
elementos tracos baseados em técnicas espectrométricas, principalmente o ICP-MS.
Essa busca tem ocorrido principalmente pela possibilidade de andlise multielementar
com baixo limites de detec¢éo da ordem de nanogramas e pictogramas e boa precisao
(VANHAECKE, 2002). Essa técnica tem a vantagem em relacéo ao ICP OES, devido
a sua maior capacidade de deteccao.

Apesar das vantagens ja descritas acima, as medidas no ICP-MS podem sofrer
dois tipos de interferéncias: espectrais e ndo espectrais. As interferéncias nao

espectrais sdo devido a presenca de altos teores salinos e solidos dissolvidos, que
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prejudicam o processo de transporte e amostragem dos ions. Também podem
provocar a obstrucdo do orificio do cone de amostragem na interface plasma-
espectrodmetro de massa, afetando a sensibilidade durante a analise (SANTOS, 2007).
Esse tipo de interferéncia é mais simples de ser resolvida, e para evita-la ou supera-
la basta realizar uma limpeza peridédica dos cones da interface ou a diluicdo das
solucdes de amostras (TYLER, 1994).

A introducéo de solucdes com percentual elevado de carbono pode provocar a
formacdo de ions poliatbmicos, como por exemplo, ions que contém carbono C»*,
CO2", ArC*, que podem afetar no sinal dos analitos a serem determinados por
apresentarem a mesma razdo m/z do analito de estudo. Além disso, a presenca de
altas quantidade de carbono no ICP-MS podem interferir na diminuicdo da
temperatura e densidade de elétrons no plasma, ja que € necessaria alta energia para
dissociarem, interferindo na diminuicdo da quantidade de ions transportados para
serem analisados e consequentemente é afetado a deteccdo do sinal analitico
FIALHO; PEREIRA; NOBREGA, 2011).

A determinacéo de arsénio por ICP-MS, pode ser afetada pelos interferentes
espectrais causados por ions poliatbmicos. Esse tipo de interferente pode estar
associado aos elementos que constitui a propria matriz, de reagentes utilizados no
preparo de amostra ou de espécies geradas por elementos originarios do plasma com
combinagdo com os gases atmosféricos (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). Em
relacdo aos interferentes, como por exemplo: 36Ar3°K*, 43Calt0,*, 2°Nal?C*Ar*,
9Co0*, 3Ar38ArtH*, associados a determinacéo de arsénio, o cloreto € um dos mais
critico devido a formacao “°Ar35CI* (m/z 75).

Uma forma de minimizar possiveis interferéncias espectrais é empregando uma
célula de colisdo com descriminacao por energia cinética (Kinetic Energ Discrimination
— KED). Na célula de colisdo, uma densidade alta de gas inerte selecionado, serve
como foco das colisbes com ions moleculares interferentes de didmetros maiores
comparados com os dos ions do analito sem prejuizo na sensibilidade do método
analitico. Essa referida colisdo induz a perda da energia cinética tanto dos ions
interferentes, como também dos ions do analito, possibilitando a separacdo e
discriminacéo dos ions analito dos ions interferentes através da diferenca de energia
cinética entre eles (SIMPSON et al., 2001). Outra forma de suprimir interferentes
espectrais é aplicando a célula dindmica de reagéo, onde, um gas que apresente uma

alta reatividade e seletividade, promova a eliminacdo de espécies isobaricas
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baseando-se na discriminagcdo por massa fundamentado no mecanismo reacional.
Essas reacdes podem acontecer de trés formas, como, a reagao de transferéncia de
carga, reacao das espécies interferentes ou reacdo de ions do proprio analito com
geracao de nova espécie idnica com sua respectiva razao massa/carga sem possiveis
interferentes, como exemplo, a determinacdo de arsénio através da conversao do ion
SAs* em >As!®O* pela reacdo com gas oxigénio (SALAZAR et al., 2011; D’ILIO et al.,
2011).

Pétursdéttir et al. (2014) estudaram o desempenho de ICP-MS/MS em quatro
modos de operacdo, sem gas, modo de colisdo com géas hélio e modo de reacdo com
hidrogénio e oxigénio para especiacdo de As em amostras de arroz, observando uma
perda na sensibilidade para os modos com a aplicacdo de géas hidrogénio (Hz) e hélio
(He).

No procedimento proposto por An et al. (2015) foi investigado o uso da célula
de colisédo para a determinacdo de arsénio em amostras com alto teor de cloreto.
Utilizando uma vazdo de 3 mL min' de gas hélio apresentou uma melhora da
sensibilidade por um fator de até 2,5, visto que a presenca de carbono no plasma, ou
moléculas que contém carbono em sua matriz, aumentam a intensidade do sinal de
elementos que apresentam altas energias de ioniza¢do, como por exemplo o arsénio,
por meio do processo de transferéncia de carga causada pelo C* (PETTINE et al.,
2007).
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3 OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo unir os fundamentos das Quimica Analitica
Verde para o desenvolvimento de um procedimento Unico de preparo de amostra para
tecido animal e vegetal em meio 4cido assistida por radiagcdo micro-ondas e outro
empregando radiacao UV. A aplicacdo de técnicas de planejamento multivariado para
otimizacdo das varidveis associadas ao procedimento de extracdo visando a
determinacdo de arsénio por ICP-MS foi criticamente avaliada. Ap6s o
desenvolvimento de ambas as metodologias, cada método de preparo de amostra foi

classificado no quesito ambientalmente amigavel por meio da Eco-Escala analitica.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes, solugbes e amostras

Todas os materiais utilizados neste estudo, tais como, as vidrarias, frascos,
tubos de ensaio, ponteiras entre outros materiais foram previamente higienizados com
Extran, detergente livre de metais, descontaminados e desmineralizados em banhos
acidos contendo HNO; (10% v v1) durante 24 horas e lavadas com agua ultrapura
obtida pelo sistema de purificagdo, modelo Direct-Q® (Merck Millipore, Alemanha)
com resistividade de 18,2 MQ cm™ / 25 °C.

Acido nitrico (HNO5; 65% v v1) e peroxido de hidrogénio (H,O, 30% v v1)
(Merck, Alemanha) foram utilizados no preparo da solucao extratora e nos protocolos
de digestdo acida convencional. O HNO; (65 % v v1) utilizado foi purificado em um
subdestilador, modelo MA178-001 subCLEAN (Milestone, Italia).

Solugdes padrédo contendo 1000 mg L (Fluka® Analytical traceCERT® CRMs
for ICP-MS) em HNO; 1% v v! (Sigma Aldrich, Estados Unidos) de arsénio foi
empregada no preparo das solucdes padréo para a construcdo das curvas analiticas
de calibracdo. As solucbes foram preparadas a partir de diluicbes simultaneas e a
curva linear de trabalho para as solugées de calibracéo foi de 0,1 — 15 ug L.

Para otimizacao e desenvolvimento do método MW-AD e extracdo assistida por
radiacdo ultravioleta na camara de foto-oxidacdo, empregou-se amostra de tecido
vegetal, candidato a material de referéncia, Brachiaria Brizantha, Marandu (Embrapa,
Sao Carlos, Brasil) e candidato a material de referéncia de Tecido de Peixe (IPEN,
Sao Paulo, Brasil), que possuem valor certificado de arsénio total de 1,69 = 0,70 mg

kg e 5,90 + 0,27 mg kg respectivamente.
4.2  Otimizacdo multivariada
4.2.1 Digestao acida assistida por radiagdo micro-ondas
Um micro-ondas, modelo Multiwave-Go (Anton Paar, Austria — adquirido no
processo FAPESP 2017/18531-3) e equipado com frascos de TFM®PTFE e sensor

de temperatura Multiwave (Anton-Paar, Austria) foi utilizado para a digestéo total das

amostras.
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Para estabelecer as condi¢des 6timas no MW-AD foi aplicado um delineamento
multivariado através do planejamento fatorial do tipo Doehlert. A otimizacdo foi
conduzida pela avaliacdo das variaveis: concentracéo da solucao extratora (HNO; 2,
5, 8, 11 e 14 mol L1), temperatura (130, 140, 150, 160, 170, 180 e 190 °C) e tempo
(10, 15 e 20 min). A massa de amostra (200 mg), a poténcia da radiacdo micro-ondas
(850 W) e o volume de HNO; (6 mL) e H,O, (2 mL) mantiveram-se inalteradas neste
procedimento. O objetivo desse planejamento foi a triagem destas variaveis
estabelecidas a partir das varidveis utilizadas previamente nos trabalhos de
(GONZALEZ et al., 2009; BARBOSA et al., 2015; BlZZI et al., 2014; GOUVEIA et al.,
2001), que apontaram a concentracao acida, a temperatura e o tempo de digestédo
como as variaveis significativas na avaliacdo da eficiéncia de digestdo. Ficando
evidente que mesmo com a diminuicdo do poder oxidante do acido, devida a sua
diluicdo, ciclos de reacdes ocorrem e regeneram o HNO; no sistema, isso se da pelo
emprego do H,O,, que atua como agente oxidante auxiliar, sendo fonte de oxigénio
para o reciclo do HNO;. Promovendo, assim, 0 aumento do poder do sistema de oxidar
a matéria organica conduzindo a uma decomposicdo satisfatoria, apos altas
temperaturas e em menores tempos de digestdo (BARBOSA et al., 2015).

A eficiéncia de digestédo foi avaliada com base na determinacdo do teor de
carbono residual por ICP OES e recuperacdo do elemento, arsénio, utilizando ICP-
MS. O teor de carbono residual foi expresso como a relacédo entre o contetdo de
carbono dissolvido das digestdes finais e o teor de carbono presente nas amostras
originais. A partir do delineamento multivariado foi possivel realizar randomicamente
15 experimentos, incluindo trés repeticbes no ponto central. As condicdes
empregadas no planejamento fatorial do tipo Doehlert estdo reportadas na Tabela 1.
Através da analise de variancia (ANOVA) foi possivel avaliar o modelo matematico
pela analise de regressao e o teste de falta de ajuste, a um nivel de confianca de 95%
(p < 0,05).

O carbono total foi determinado em um analisador elementar, modelo CHNS-O
(EA 1108, Fisons Instruments, Italia) e o ICP OES com configuracdo Dual View,
modelo 5110 (Agilent Technologies, alocado na Embrapa Pecuaria Sudeste). A
configuracdo radial foi empregada para andlise de carbono residual e as condicbes
instrumentais para determinacdo de carbono total (193,03 nm) estdo descritas na
Tabela 2.
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Tabela 1 — Matriz de dados do planejamento fatorial do tipo Doehlert para avaliagdo
da eficiéncia de digestdo em meio &cido assistida por radiagdo micro-ondas, nas
amostras marandu e peixe

Experimento HNO; (mL) Temperatura (°C) Tempo (min)
1 (CP) 8 (0) 160 (0) 15 (0)

2 (CP) 8 (0) 160 (0) 15 (0)

3 (CP) 8 (0) 160 (0) 15 (0)

4 14 (1) 160 (0) 15 (0)

5 11 (0,5) 190 (0,866) 15 (0)

6 11 (0,5) 170 (0,289) 20 (0,817)
7 2 (1) 160 (0) 15 (0)

8 5 (-0,5) 130 (-0,866) 15 (0)

9 5 (-0,5) 150 (-0,289) 10 (-0,817)
10 11 (0,5) 130 (-0,866) 15 (0)

11 11 (0,5) 150 (-0,289) 10 (-0,817)
12 5 (-0,5) 190 (0,866) 15 (0)

13 8 (0) 180 (0,577) 10 (-0,817)
14 5 (0,5) 170 (0,289) 20 (0,817)
15 8 (0) 140 (-0,577) 20 (0,817)

Fonte: Elaborado pela autora.

Notas: Variaveis apresentadas em termos do valor real ndo codificado e valor codificado. Ao final da
digestao, as solucBes foram avolumadas a 25 mL e diluidas em proporcéo de 1:5 (amostra:agua) com
concentracdo final de HNO; 1% v v'i.

Tabela 2 — Parametros instrumentais para analise por ICP OES para a determinagao
de carbono residual nos digeridos das amostras estudadas

Parametros instrumentais Condicoes operacionais

Posigao de visualizagdo Axial
Poténcia de radiofrequéncia (kW) 1,2

Fluxo do plasma (L min™) 12

Fluxo de gas auxiliar (L min™") 1

Fluxo de gas de nebulizagéo (L min') 0,7
Camara de nebulizagao Ciclbnica
Nebulizador One Neb®

Comprimento de onda (nm) 193,027 | atébmica

Fonte: Elaborado pela autora.

Foi utilizado argbnio com pureza de 99,999% (White Martins Praxair, Séo
Paulo, Brasil) para a geracao do plasma, a nebulizacdo e para o gas auxiliar. A curva
analitica de calibracéo para carbono residual foi de 0 — 2000 mg L preparada a partir
de uma solucdo padrdo (4,00 g L?') de Biftalato de Potassio (CgHsKOs) com
concentracédo de 20000 mg L (Synth, Sdo Paulo, Brasil).
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4.3 Otimizacdo multivariada da extracdo acida assistida por UV empregando

uma camera de foto-oxidagéo

Para a extracdo foram utilizados béqueres de 100 mL fechados com vidro
relégio que foram posicionados no interior da camara de foto-oxidagéo (Figura 1A),
feita de madeira (comprimento: 50 x 50 cm; altura: 50 x 52 cm,; largura: 54 x 54 cm).
No interior da camara foram posicionados 12 béqueres. A temperatura em cada um
dos 12 béqueres com agua destilada foi monitorada por 1 hora 30 minutos, e ap6s 15
min de irradiacdo com a lampada UV a temperatura maxima atingida e mantida em
cada um dos béqueres foi de 80 °C, independentemente da posicdo do béquer em
relacdo a lampada UV. A temperatura se manteve a mesma e constante. Logo, 0s
experimentos tiveram inicio ap6s 15 min de irradiagdo, mantendo assim a temperatura

em todos os experimentos a 80 °C.

Figura 1 — Projeto da camara (A) e prototipo utilizado nas etapas experimentais (B)

Fonte: Elaborado pela autora.

A construcdo e instalacdo dos componentes elétricos e recobrimento da
superficie interna com folha de aluminio foi realizada no grupo de pesquisa (Figura
1B). Foram fixadas as posi¢cdes dos béqueres e altura relativa, em relacao ao nivel da
base da caixa de madeira e da lampada UV. Uma lampada UVA (modelo Ultra-Vitalux,
300 W, Osram, Alemanha) foi posicionada no topo dessa estrutura, que através da
descarga de mercurio e flamento de tungsténio, mimetiza o espectro de emissao da

radiacao solar.
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Um planejamento fatorial do tipo Doehlert foi usado para verificar a influéncia e
as interagfes das seguintes variaveis e niveis: tempo de extracédo (12, 24, 36, 48 e 60
min), volume de H,0, (2, 3, 4,5, 6, 7 e 8 mL) e volume de HNOs (1, 3, e 5 %). O
planejamento fatorial totalizou 15 experimentos incluindo trés repeticbes no ponto
central (Tabela 3). Os experimentos foram realizados randomicamente e a escolha
destas variaveis foi pautada em estudos anteriores (GOLIMOW SKI; GOLIMOWSKA,
1996; BENDICHO et al., 2010; HOLLMAN et al., 2020).

Tabela 3 — Matriz de dados do planejamento fatorial tipo Doehlert para avaliacéo da
eficiéncia de extracdo em meio &cido assistida por radiacao ultravioleta, nas amostras
marandu e peixe

Experimento HNO; (mL) Temperatura (°C) Tempo (min)
1(CP) 36 (0) 5 (0) 3(0)

2 (CP) 36 (0) 5 (0) 3(0)

3 (CP) 36 (0) 5 (0) 3(0)

4 60 (1) 5 (0) 3(0)

5 48 (0,5) 8 (0,866) 3(0)

6 48 (0,5) 6 (0,289) 5(0,817)
7 12 (1) 5 (0) 3(0)

8 24 (-0,5) 2 (-0,899) 3(0)

9 24 (-0,5) 4 (-0,289) 1(-0,817)
0 48 (0,5) 2 (-0,866) 3(0)

11 48 (0,5) 4 (-0,289) 1(-0,817)
12 24 (-0,5) 8 (0,866) 3(0)

13 36 (0) 7 (0,577) 1(-0,817)
14 24 (-0,5) 6 (0,289) 5(0,817)
15 36 (0) 3 (-0,577) 5(0,817)

Fonte: Elaborado pela autora.

Notas: Variaveis apresentadas em termos do valor real ndo codificado e valor codificado. Ao final da
digestéo, as solu¢Bes foram avolumadas a 25 mL e diluidas em propor¢éo de 1:5 (amostra:agua) com
concentracdo final de HNO; 1% v v,

Aproximadamente 150 mg da amostra foi pesada e transferida para o béquer,
seguido da adicdo de diferentes volumes e composi¢cdes de misturas extratoras e
tempos variados. Posteriormente, os béqueres foram agitados por 2 minutos e em
seguida tampados com vidro reldgio. Apds a extracao todas as amostras tiveram seus
volumes ajustados quantitativamente com agua ultrapura para 15 mL, filtradas em

papel filtro quantitativo (25 um, 80 g m?) para evitar entupimento durante as analises
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por ICP-MS e diluidas em proporgdo de 1:5, tendo sua concentracao dentro da faixa
linear de trabalho da curva analitica para posterior analise por ICP-MS.

A eficiéncia da extracao (porcentagem de recuperacao de arsénio) foi avaliada
com base na resposta desse planejamento estatistico, com a finalidade de se

encontrar a melhor condi¢ao Unica para ambas matrizes, animal e vegetal.

4.4 Determinagédo de Arsénio total por ICP-MS

Estudos preliminares realizados por Oliveira et al. (2017), otimizaram o método
ICP-MS para a determinagdo de arsénio total em amostras similares as estudadas
neste trabalho. Utilizaram os modos de operacao padrdo e KED para identificar as
condic¢des que fornecessem resultados mais precisos. Esse estudo foi conduzido para
corrigir possiveis interferéncias poliatdmicos “°Ar®*Cl* ao "*As*. Testaram no modo
KED, cinco taxas de fluxo de hélio levando em consideracao a perda de sensibilidade.
Observaram que no modo KED a intensidade do sinal foi menor do que no modo
padrao e diminuiu com o aumento da vazao de gas de hélio, devido ao maior nimero
de colisbes e perda também do elemento de interesse, o arsénio. Além disso,
operando no modo KED proporcionou baixos valores de limites de deteccédo e
guantificacdo semelhantes aos valores obtidos no modo de operagdo padrao.
Apresentaram assim a nao necessidade do uso do KED. Portanto, para o
desenvolvimento deste trabalho as analises foram feitas no modo de operacéo padrao
e 0 is6topo analisado foi >As* e os demais parametros operacionais do ICP-MS estédo
apresentados na Tabela 4.

As analises dos extratos e digeridos diluidos para a determinacdo de arsénio
foram realizadas por ICP-MS, modelo NexION 300X (Perkin-Elmer, Estados Unidos),
equipado com a tecnologia de célula universal. O sistema de introducdo de amostra
foi equipado com nebulizador concéntrico, uma camara ciclénica e uma tocha de
guartzo com um tubo injetor de quartzo. Para o desenvolvimento deste presente
trabalho as analises foram feitas no modo de operacdo padrdo e o is6topo analisado
foi >As*. Para a geracéo do plasma foi utilizado géas argonio (99,996 %, White Martins
Praxair, S8o Paulo, Brasil). A curva de calibracdo para as analises dos digeridos foi

realizada em meio de HNO; 1% (v v1).
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Tabela 4 — Parametros instrumentais aplicados na determinacéo de As por ICP-MS

Parametros instrumentais Condi¢cdes operacionais
Poténcia de radiofrequéncia (kW) 1,6
Vazao de gas de plasma (L min™) 18
Vazio de gas auxiliar (L min") 1,2
Vazao de gas do nebulizador (mL min™) 1

Fluxo de captagédo da amostra (mL min™) 0,7
Numero de varreduras por leitura (sweeps) 50
Leituras (replicatas) 1
Numero de leituras (readings) 3

RPq3 (V) 0,25
Faixa de Calibragéo (ug L) 0,1-15
Is6topo SAs*

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: RPg?3: relacionado a voltagem aplicada as hastes do quadrupolo.

45 Analise de dados

Todos os parametros estatisticos foram gerados e avaliados aplicando o
software Statistica, versao 10 (StatSoft, Tulsa, Estados Unidos). Calculos rotineiros
foram feitos utilizando o software Microsoft® Excel®, versdo 2013 (Microsoft,

Redmond, Estados Unidos).
4.6 Avaliacdo de parametros de desempenho

Os procedimentos propostos foram avaliados a partir dos seguintes parametros
analiticos: limite de deteccédo (LOD), limite de quantificacédo (LQ), precisdo e exatidao,
levando-se em consideracdo as diretrizes fornecidas por agéncias nacionais e
internacionais (ICH, 2005; IUPAC, 1978; INMETRO, 2018). O LOD e LOQ foram
estimados utilizando a Equacéao 7 e 8, respectivamente, a partir do desvio padréo (Sb)
da medida do sinal analitico de 10 brancos preparados nas mesmas condi¢cfes das

amostras, dividido pela inclinacéo da curva analitica (a).

Sb ~
LOD = 3,3 X < (Equagao 7)

Sb ~
LOQ =10 x > (Equacao 8)
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A exatiddo foi avaliada por meio da andlise do candidato a material de
referéncia Brachiaria brizantha cv Marandu (E100lal) e candidato a material de
referéncia de peixe (IPEN) submetidos ao procedimento MW-AD e ao procedimento
de extracdo acida assistida por radiacdo ultravioleta em condi¢des otimizadas. Os
resultados experimentais foram comparados com os valores certificados dos
respectivos analitos ao nivel de confianca de 95%, onde t-calculado < t-tabelado
indicam a inexisténcia de diferenca significativa entre a média e o valor certificado
(GEMPERLINE, 2006). Além disso, foi calculado a recuperacdo quantitativa (%)
conforme a Equacgéo 9 (INMETRO, 2018; LATIMER, 2016).

C1 ~
Recuperacio (%) = (C_Z) x 100 (Equacgao 9)

C1 - Concentracado do analito quantificada no procedimento.
C2 — Concentracao de referéncia.

A preciséao foi avaliada com base no desvio padréo relativo (RSD) estimada em
porcentagem (INMETRO, 2018; MITRA, 2003), calculado pela Equacao 10. Para uma
determinada confiabilidade o experimento foi realizado sob condi¢cdes similares ao
mesmo procedimento de medi¢cdes, mesmo operador e mesmo sistema de medicao
em dez repeti¢des distintas (n = 10). Os critérios de aceitacéo do desvio padréo foram
avaliados com base nas orientacbes da AOAC International (INMETRO, 2018;
LATIMER, 2016).

Dp

RSD(%) = (X

—C> x 100 (Equacao 10)

Dp — Desvio padrao da medida.
Xc — Média das medidas.

4.7 Avaliacdo dos métodos ambientalmente verdes

Esforcos pela busca do desenvolvimento de preparo de amostra mais ecolégico
e eficaz sdo uma tendéncia emergente cada vez mais praticada. Assim é necessario
avaliar os processos analiticos quanto a sua anuéncia aos conceitos da Quimica
Verde, que pregam a reducdo da quantidade de reagentes consumidos e

consequentemente a reducdo de geracdo de residuos, onde os reagentes toxicos
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devem ser substituidos por equivalentes mais seguros e solventes alternativos devem
ser preferidos (BIZZl et al., 2017).

Ha uma dificuldade de avaliar o quao verde € um processo analitico. Neste
sentido, a Eco-Escala Analitica surgiu como uma metodologia de avaliacdo dos
procedimentos analiticos em funcdo da possibilidade de ser atribuida como um
método analitico verde (ARMENTA; GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2015). Esta
metodologia tem o propdsito de expressar quantitativamente o carater verde,
abordando uma classificacdo em funcdo da pontuacdo obtida em cada método
analitico aplicado, avaliando assim, o quéo verde € o método analitico.

A Eco-Escala baseia-se no calculo da pontuacao em funcéo da especificidade
e o impacto gerado pela quantidade e tipo de reagentes, gasto energético, geracado
de residuos, riscos atribuidos ao meio ambiente, a saude e a seguranga ocupacional,
com base no Sistema harmonizado de classificacdo e rotulagem de produtos quimicos
(GHS). Essa ferramenta assume que o procedimento ideal, identificado pela
minimizacao de reagentes, energia e de geracao de residuos, tem 100 pontos na Eco-
Escala. Pontos de penalidade sdo delegados para cada parametro (quantidade de
reagentes, perigo, energia e residuos) em um processo analitico que ndo estdo em
conformidade com o ideal (GALUSZKA et al. 2012).

Pontos de penalidade sdo atribuidos as categorias de reagentes devido a
classificacao dos perigos apresentados pelos mesmos em um procedimento analitico.
Duas palavras de sinalizagdo sdo usadas no GHS: sem nenhum perigo; “perigo”
(perigo mais grave) e “adverténcia” (perigo menos grave). Pontos de penalidade sao
atribuidos para os reagentes utilizados em um procedimento analitico, por exemplo o
HNO; (65%) e o H,0, (30%) apresentam pela Eco-Escala o valor de 4 pontos de
penalidade (Perigo PP) para cada um dos reagentes devido ao perigo individual
apresentado. E como cada substancia perigosa envolvida no procedimento influéncia
de acordo com a sua quantidade, basta assim, multiplicar os pontos de penalidade
atribuidos ao perigo com a pontuacdo atribuida a quantidade em mililitros (mL)
(Tabela 5) utilizada de reagente, obtendo assim pontos de penalidade total para cada
um dos reagentes (GALUSZKA et al., 2012).
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Tabela 5 — Pontos de penalidade para calcular a Eco-Escala analitica

Reagentes PP Subtotal PP Total'

Quantidade <10 mL (g)
10 — 100 mL (g)
> 100 mL (g)

Perigo Nenhum
Risco menos grave
Risco mais grave

N-2O WN -

Energia < 0,1 kWh por amostra
< 1,5 kWh por amostra
> 1,5 kWh por amostra

Risco ocupacional Processo analitico hermético
Emissao de vapores/gases

Nenhum
<1mL
1-10mL
>10 mL

Reciclavel
Degradacéao

Passivo

Nao admite tratamento

Quantidade de residuo

Caracteristica

WN-0O OW-_0 WO N0

Fonte: Elaborado pela autora e adaptado de Gatuszka et al. (2012).
Nota: Os PPs séo identificados a cada categoria de perigo representada por um reagente.
1 Subtotal multiplicado pelo PPs do critério “Perigo”.

Através dessa abordagem para avaliar o quao verde € a metodologia
recomendaram que 0s pontos totais sejam calculados e subtraidos de 100 pontos. O
resultado obtido da subtracéo € descrito em uma escala, onde a pontuagcao superior
a 75 pontos classifica 0 método como excelente método verde, valores entre 75 e 50
pontos refere-se a um meétodo verde aceitavel e inferiores a 50 classifica uma analise
inaceitavel como método verde. A soma dos pontos de penalidade para todo o
procedimento deve ser incluida no célculo da Eco-Escala, de acordo com a seguinte

férmula mostrada abaixo, na Equacgéo 11.

Eco Escala Analitica = 100 pontos — Pontos totais de penalidade (Equacao 11)

Neste presente trabalho foi aplicado o conceito da Eco-Escala analitica com o
propdsito de classificar e comparar o nivel ambientalmente amigavel dos

procedimentos de preparo de amostra desenvolvido por radiacdo UV e por MW-AD.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizagdo multivariada do procedimento MW-AD

Buscou-se obter um Unico procedimento de decomposi¢cao de amostra animal
e vegetal em meio acido que fosse pautado nos principios da quimica verde. Assim,
foi empregado um planejamento fatorial do tipo Doehlert que permitiu avaliar o
conjunto de variaveis (tempo, temperatura e concentragdo de HNO3), de forma a
encontrar uma condicdo Unica experimental associada ao preparo para ambas as
amostras animal e vegetal.

Com o uso de acidos diluidos, o aguecimento no interior do frasco é facilitado,
pois as moléculas de agua sdo afetadas significativamente pelo campo
eletromagnético estabelecido pelas micro-ondas. O uso de H,O, como agente
oxidante auxiliar em sistemas de digestdo em micro-ondas € reconhecido como fonte
geradora de oxigénio possibilitando a regeneracdo do HNO3; em altas temperaturas,
diminuindo assim o tempo de digestdo. Sendo assim, variaveis como temperatura,
tempo e concentracdo de HNO;, sdo muitas vezes otimizadas com o propdsito da
obtencao de decomposicdes satisfatérias (BARBOSA et al., 2015; TARANTINO et al.,
2016).

Inicialmente foi realizada a analise elementar para avaliar o teor original de
carbono total nas amostras antes do procedimento de digestdo. Estes valores sao
apresentados na Tabela 6, sendo que a porcentagem original de carbono total variou
de 43,7 e 46,2% para amostra de marandu e peixe, respectivamente. O maior teor de
nitrogénio e enxofre foi na amostra de peixe, em torno de 14,2% e 3,1%,

respectivamente.

Tabela 6 — Teores totais de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre em marandu e
peixe

Matriz Carbono (%) Hidrogénio (%) Nitrogénio (%) Enxofre (%)
Marandu 43,7 6,7 1,7 2,5
Peixe (IPEN) 46,2 7.4 14,2 3,1

Fonte: Elaborado pela autora.

Foram realizados 15 experimentos, dos quais trés foram repeticdes do ponto

central. Apos as digestdes, todos os digeridos apresentaram solugdes limpidas e sem



44

residuos sélidos aparentes, o que pode ser um indicio que a matéria organica possa
ter sido decomposta. O contetdo de carbono removido variou de 81% a 97% e 65%
a 97%, para as amostras de marandu e de peixe, respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7 — Matriz de planejamento fatorial tipo Doehlert incluindo as variaveis
experimentais e a resposta analitica (teor de carbono removido) utilizados na
obtencéo do modelo matemético

Variavel

Carbono
Experimento X1 X2 X3 removido (%)
HNO; (mL) Temp (°C) Tempo (min) Marandu Peixe
1(CP) 8 160 15 96 90
2 (CP) 8 160 15 95 85
3 (CP) 8 160 15 95 88
4 14 160 15 97 89
5 11 190 15 95 94
6 11 170 20 96 88
7 2 160 15 94 77
8 5 130 15 81 67
9 5 150 10 92 65
10 11 130 15 96 86
11 11 150 10 96 85
12 5 190 15 95 97
13 8 180 10 95 90
14 5 170 20 94 78
15 8 140 20 93 85

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: ponto central (CP).

Utilizando uma solucao de acido mais concentrado (experimento 5) o teor de
carbono removido foi de 95% para o marandu e de 94%, para o tecido de peixe. O
procedimento proposto (experimento 12), que utiliza a condicdo de 5 mol Lt a 190 °C
em 15 minutos, se destacou por apresentar teores de carbono removido de 95% e
97% para as amostras de marandu e peixe. Dessa forma, pode-se alegar que a
eficiéncia de decomposicdo da matéria organica foi praticamente igual utilizando
HNO; concentrado e diluido (auxiliados por H,O,) nas mesmas condicbes de
temperatura e tempo (ARAUJO et al., 2002).

Apés a decomposicdo de amostras de plantas empregando HNO; diluido e

radiacdo MW, Muller et al. (2016) verificaram que teores de carbono residual de até
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12% nao causaram interferéncias na determinacdo de As, Cd, Hg e Pb por ICP-MS.
Considerando o valor de 12% como adequado para o trabalho em ICP-MS, esses
resultados indicaram que a condicdo (experimento 12) para ambas as amostras
conduziu a uma satisfatéria decomposicdo das amostras.

Existe fortemente uma problemética relacionada a presenca de carbono nas
determinacdes de arsénio. Os atomos de carbono podem se recombinar formando
grafita, que podem depositar-se na superficie parcialmente fria dos cones metalicos
causando obstrucdo dos orificios afetando consideravelmente o processo de
amostragem, ionizacao e a estabilidade do plasma promovendo a reducgéo do sinal
analitico do arsénio (DONATI; AMAIS; WILLIAMS, 2017; PETTINE et al., 2007). Como
o0 is6topo As* apresenta potencial de ionizacéo relativamente alto, por isso necessita
de um plasma mais energético e mais efetivo para a sua ionizagdo. Além disso, a
presenca de carbono no plasma pode aumentar o sinal analitico de analiticos com alto
potencial de ionizagdo, como por exemplo, o arsénio. A populacdo de ions de C* ou
espécies que contenham carbono e que sdo formados no plasma se associam ao
arsénio a ser determinado levando a formac&o de cation radical mais estavel. De
forma que espécie como arsénio transfere elétrons para espécies mais estaveis, neste
caso, as espécies que contém carbono, suprimindo assim, a determinacao do arsénio
(D’ILIO et al., 2011).

O emprego da ANOVA foi realizado para avaliar se 0 modelo se ajustou aos
dados e explicar o comportamento da resposta através da variacao e interacdo das
variaveis. Portanto, a partir da ANOVA pode verificar o quanto o modelo foi capaz de
descrever o comportamento da resposta baseado no fundamento da significancia da
regresséao e na evidéncia de falta de ajuste. Estes dados sdo apresentados na Tabela
8.

O coeficiente de determinacdo (R2) permitiu estimar a variabilidade das
variaveis do processo otimizado tendo como base o efeito nas respostas, uma medida
de grau de ajuste, que é determinada pela variavel independente. A analise de
regressdo para os modelos foi capaz de descrever a maxima variabilidade das
variaveis com 93 e 85%, para o planejamento estatistico aplicado ao tecido de peixe
e marandu, respectivamente. O coeficiente de determinacdo ajustado (RZajust),
apresentou a maxima variacao explicavel de 91,4 e 82,5%, para o tecido de peixe e

marandu, descrevendo que o modelo ajustado foi adequado para os dados obtidos,
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explicitando uma boa capacidade preditiva (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2010; NOVAES et al., 2017).

Tabela 8 — Analise de variancia do modelo matematico obtido a partir no planejamento
fatorial do tipo Doehlert

Fonte de variagdo SS Df MS F-calculado F-tabelado R? R?ajus
Amostra de Peixe (p < 0,05)

Regressao 10574 4 243,8 14,85 5,19 0,927 0,914
Falta de ajuste 69,5 3 23,1 3,68 19,16

Erro puro 126 2 6,3

Total 1139,6 14

Amostra de Marandu (p < 0,05)

Regressao 1376 4 34,3 5,91 5,19 0,850 0,825
Falta de ajuste 29,3 3 9,7 97,00 19,16

Erro puro 0,2 2 0,1

Total 196,5 14

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Soma quadratica (SS), grau de liberdade (Df), média quadratica (MS), estatistica critica Fisher
(F), coeficiente de determinacéo (R2), coeficiente de determinacao ajustado (R2ajust).

O valor de F-calculado foi comparado com o valor da distribuicdo F-tabelado
com 95% de confianca para avaliagdo da falta de ajuste entre a relacdo dos dados
experimentais e 0 modelo estatistico. O teste de falta de ajuste indicou que o modelo
guadratico aplicado ao planejamento estatistico para matriz animal (peixe) nao
apresentou falta de ajuste, com uma relacdo desejavel entre a variavel e a resposta,
ou seja, Fps=3, 2calculado 3,68 < Fpr=3tabelado 19,16 em seus respectivos graus de
liberdade, indicando em termos estatistico, que apenas o erro aleatdrio inerente ao
sistema experimental esta associado a média quadratica da falta de ajuste (MSfaj) e
a média quadratica do erro puro (MSpe).

Outra alternativa para avaliar o modelo em relacéo a falta de ajuste, é através
da anadlise da regressao, que avalia a relacao entre uma variavel dependente e um
conjunto de variaveis independente. O uso dessa analise permitiu a comparacao do
valor de F-calculado com o valor da distribuicdo F-tabelado com 95% de confianca,
em seus respectivos graus de liberdade, sendo que a relacdo entre a soma quadrética
de regressdao em relacdo da variacdo total com a soma quadratica dos residuos,
resulta em F-calculado (ACHCAR, 1995). O modelo estatistico para o tecido de peixe

apresentou um Fps=45calculado 14,85 > F pr=4stabelado 5,19, e para o marandu Fps=
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3, 2calculado 5,91 > Fpt = 3, o2tabelado 5,19, inferindo boa relagéo entre a resposta e as
variaveis aplicadas, descrevendo que o modelo de regressdo forneceu uma boa
aproximacdo entre as variaveis e a resposta para ambas amostras, ou seja, a
regressao foi estatisticamente significativa.

Ainda para verificar sobre a falta de ajuste foi avaliado o grafico de residuos,
que é a diferenca entre um valor observado e sua estimativa de acordo com o modelo,
gue é o valor previsto. A distancia global minimizada dos pontos em relacdo a reta
indica que a soma dos quadrados dos residuos é minima (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010). Os residuos apresentaram uma distribuicdo aleatéria
sem nenhuma tendéncia a anormalidade, apresentando uma relacéo significativa dos
valores preditos, de ambos os modelos com os observados experimentalmente
(Figura 2).

Figura 2 — Graficos de residuo e valores preditos para 0 modelo estatistico A
(Marandu) e B (Peixe)
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Fonte: Elaborado pela autora.

A reta de regressao deu origem aos valores preditos pelo modelo estatistico e
0S pontos sdo o0s valores experimentais obtidos. O modelo ajustado representa a
relacdo entre a resposta e as variaveis, nao verificando a contribuicdo da parcela de
residuo deixado pelo modelo sinalizado pela soma quadrética residual (PEREIRA-
FILHO, 2017). Os gréficos do valor observado vs. as respostas observadas pelos
modelos estatisticos confirmam visualmente a qualidade dos ajustes.

Foi avaliado quantitativamente os efeitos padronizados de algumas das
variaveis e as possiveis interagcdes previstas pelo modelo quadréatico entre os pares

gue ressaltam maior e menor influéncia sobre a resposta obtida, comparando-a um
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valor de t-critico dado pela distribuicdo t de Student com um nivel de significancia de
95%, sinalizado pela linha vermelha vertical no eixo x, com seu respectivo grau de
liberdade (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010) mostrados no gréfico de
Pareto (Figura 3). O gréafico de Pareto foi utilizado com a finalidade de avaliar e
identificar estimativas significativas do comportamento das variaveis e da resposta
experimental (o teor de carbono removido), dentro do dominio experimental

investigado.

Figura 3 — Grafico de Pareto obtido a partir do planejamento fatorial do tipo Doehlert
para amostra de Marandu (A) e peixe (B)

A B
X1 X2(L) ] ;--21.? (2)Temperatura (°C)(L) —lj-a,os
(1)HNO; (mol L)L) ﬁzo.m (1)HNO; (mol L)L) 4|—-5,92
(2)Temperatura (°C)(L) ’ -20‘39 X1 X2(L) -4,39
Temperatura (°C)(Q) [:l-m‘zo Tempo (min)(Q) -3,43
X1X3(L) —(4499 X2 X3(L) 3,19
X2 X3(L) -3,28 HNO; (mol L')Q) ;l-z,os
Tempo miny@)|  |-1.98 (3)Tempo (min)(L) 1,85
HNO; (mol L)Q) 1,42 X1 X3(L) j-o,as
(3)Tempo (min)(L) -,.90 Temperatura (°C)(Q) 1-0,44

p=0,05 p=0,05

Fonte: Elaborado pela autora.

Como evidenciado, a interacdo das variaveis concentracdo de HNO; e
temperatura no planejamento estatistico em amostras de marandu apresentou maior
efeito padronizado (-21,70) indicando sinergismo entre esses dois componentes,
sugerindo que quando o fator vai de um nivel (valor) mais alto para um nivel mais
baixo influencia significativamente o aumento da remocédo de carbono (MYERS;
MONTGOMERY; ANDERSON-COOK, 2009). Solucdes mais diluidas de HNO;
combinadas a gradientes de temperatura mais intensa vem sendo cada vez mais
utilizada para decomposicdo de amostras organicas (KRUG, 2006; BARELA et al.,
2017). Essa mesma relacdo foi relatada por NoObrega et al. (2012). Como nas
digestbes em micro-ondas, os frascos sdo fechados, viabiliza o aumento da pressao
devido ao fechamento dos frascos, isso faz com que a temperatura também aumente,
possibilitando a utilizacdo de temperaturas superiores ao ponto de ebulicdo do acido
selecionado. Contudo, utilizando concentragbes de HNO; diluido ja é suficiente para

elevar o poder oxidante do meio, obtendo assim teores de carbono removidos maiores
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apos altas temperaturas. Além disso, solu¢des de &cido diluido sdo desejaveis quando
se trabalha com ICP-MS, porque podem minimizar problemas relacionados a
interferéncia de transporte na etapa de introducdo de amostra e também prevenir
possiveis danos aos componentes instrumentais (BARELA et al., 2017).

A variavel temperatura (X2) associada a variavel concentracdo HNO; (X1) foi
um parametro importante na digestdo. Nesse sentido, o uso de solu¢des diluidas foi
suficiente para proporcionar a eficiéncia da decomposi¢do de amostras organicas,
sendo assim, condizente com a quimica verde, ja que se utiliza menor quantidade de
reagente (GONZALEZ et al., 2009).

A variavel temperatura (X2) apresentou efeito (20,39), menor em relacao a
variavel concentracdo de HNO; (X1). A varidvel concentracdo de HNO; foi o
componente principal que exerceu a maior influéncia na eficiéncia da oxidagéo de
compostos organicos das amostras vegetal, devido ao seu poder de oxidagcdo e
consequentemente a eficiéncia da digestdo de amostras vegetais, resultado
semelhante do que foi relatado anteriormente (ARSLAN; TYSON, 2007; ARAUJO et
al., 2002).

No modelo correspondente ao planejamento estatistico em amostras de peixe,
a variavel temperatura (X2) apresentou maior efeito (8,05), sendo maior em relacéo
ao fator HNO; (X1). A relacdo da temperatura (T) e a taxa de reacao (k) fica evidente
pela equacéo de Arrhrenius (k = Ae~F%/RT) onde o termo representado por A é o fator
pré-exponencial; E. é a energia de ativacédo; R a constante universal dos gases. Esse
modelo mostra matematicamente, que com o aumento da temperatura (T) ha um
aumento das colisbes das moléculas no meio reacional (ATKINS; JONES, 2006).
Portanto, aumentando a velocidade de reacdo tem-se um aumento proporcional da
taxa de reacdo e consequentemente o aumento da decomposi¢do da matéria organica
da matriz de estudo.

A interacdo entre as variaveis concentracao de HNO; (X1) e temperatura (X2)
obtida pelo tecido de peixe teve efeito padronizado negativo (-4,39), indicando
também o sinergismo entre essas duas componentes, sugerindo que na condicdo que
promove a melhor extracdo, o efeito simultdneo de maiores valores de temperatura
associado a baixos valores de concentracdo de HNO; favoreceram a formacéo de
espécies intermediarias.

A eficiéncia do procedimento de digestdo também depende da composicao

guimica original da amostra. Em temperaturas mais elevadas o aumento da pressao
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de vapor do HNO; e a regeneracdo do mesmo no meio reacional, afetam
significativamente o poder de oxidar uma maior quantidade de compostos organicos,
convertendo gradativamente moléculas organicas complexas em mais simples, como,
isdbmeros do acido nitrobenzdico e outros compostos organicos com estruturas
alifaticas. Por outro lado, considerando que parte do analito esta ligado a fracdo de
proteinas, aminoacidos estruturais e lipidios que compdem essas amostras, logo em
temperaturas mais brandas a digestao pode néo ser eficiente, por ndo ser possivel a
clivagem destas ligacdes, dificultando assim a liberacdo/extracdo do elemento em
solucéo para sua determinacéo (GONZALEZ et al., 2009; WURFELS; JACKWERTH;
STOEPPLER, 1989).

Embora, alguns procedimentos indicam a utilizag&o de altas concentra¢des dos
acidos para aumentar a eficiéncia da decomposicao diminuindo a porcentagem de
carbono residual (BARELA et al., 2017), este presente planejamento otimizado sugere
gue a utilizacdo de acidos mais diluidos e temperaturas mais elevadas, a quantidade
de carbono removido das amostras foi semelhante ou até melhores do que
empregando solu¢des mais concentradas.

A partir do modelo obtido foi possivel gerar graficos de contorno e delinear as
superficies de resposta (Figura 4 e Figura 5) representativa em relacédo a variacao
das proporcdes das variaveis da solucao digestora (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010; MYERS; MONTGOMERY; ANDERSON-COOK, 2009).
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Figura 4 — Superficie de resposta e grafico de contorno modeladas a partir do
delineamento Doehlert usando a resposta multipla, para amostra de marandu
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Fonte: Elaborado pela autora.

Através da relacdo entre as variaveis e as respostas obtidas experimentalmente
dentro do dominio estudado e condicéo de contorno foi possivel encontrar a condi¢ao
Otima que reproduziu as interacdes das variaveis e de suas variagcdes em relacdo as
respostas previstas pelo modelo de forma otimizada.

Como esperado, de acordo com os valores de porcentagem de carbono
removido, observou-se que solugbes de HNO; mais concentradas proporcionaram
uma melhor oxidacdo da matéria organica, confirmando a importancia desta variavel
no processo de digestdo das amostras. Na etapa de abertura dos frascos de digestéo,
para digeridos obtidos em solugbes de HNO; concentrado pode-se observar uma
intensa liberacdo de gas, devido a maior quantidade de geracdo do NO2 gasoso
durante a oxidagdo dos constituintes organicos.

O uso de uma solugcdo contendo HNO; (2 mol L) ndo foi eficiente para
promover a digestdo desejavel de amostras de peixe apresentando porcentagem de
carbono removido de 77%. Uma possivel explicacdo seria a maior quantidade de
lipidios e proteinas estruturais nas amostras de tecido animal, jA que estes
constituintes requerem maiores temperaturas e concentracdes de HNO; para a sua
decomposicdo (GONZALEZ et al., 2009).

Quando a variavel concentracdo acida foi mantida em HNO; (5 mol L) e a
temperatura e o tempo foram alterados de 170 a 190 °C, no tempo de 20 e 15 minutos,
respectivamente (experimentos 14 e 12) para amostra de peixe, a porcentagem de
remocado de carbono aumentou de 78% para 97%. Comportamento semelhante
também foi observado na amostra de marandu, quando a concentracdo acida foi
mantida em 5 mol L e a temperatura elevada de 130 para 190 °C (experimentos 8 e
12), a remocéao de carbono aumentou de 81% para 95%. Sendo assim, seguindo 0s
preceitos da quimica analitica verde, foi escolhido a condic&o de digestdo que fez uso
de solucdes diluidas com menor uso de reagentes, apresentando vantagens como a
minimizacdo da geracdo de residuos e uma menor acidez residual do digerido,
favorecendo digeridos sem a necessidade de diluicdo elevadas, e minimizando o
desgaste nos equipamentos e acidentes operacionais (CHEMAT; GARRIGUES;
GUARDIA, 2019; TOBISZEWSKI; MECHLINSKA; NAMIESNIK, 2010).

Além disso, a escolha unica de um procedimento de MW-AD proposto para o

preparo de amostra de derivado animal e vegetal empregando a mesma quantidade
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e tipo de reagentes em temperatura e tempo iguais provou ser eficiente, rapido e com
aumento da frequéncia analitica, uma vez que uma mesma condicdo reacional é
aplicada para ambas composi¢cbes matriciais. Portanto, a otimizacdo da solucao
digestora escolhida, que forneceu as condi¢des de resposta dentro do delineamento
experimental, para ambas matrizes foram: 6 mL de HNO; (5 mol L), temperatura de
190 °C e tempo de 15 minutos, com remoc¢ao de carbono superior a 94% para ambas

matrizes.

5.2 Otimizagdo multivariada do procedimento de extracdo assistida por UV

em camera de foto-oxidacao

Para otimizar o método foi estudado diferentes tempos de extracéo (12 — 60
min), volume de H,0, (2 — 8 mL) e porcentagem de HNO; diluido (1 — 3%) para
extracdo assistida por radiacdo UV, em amostra de marandu e peixe. Para a matriz
do planejamento, a funcdo de desejabilidade foi calculada, de forma a relacionar a
porcentagem de recuperacdo de arsénio (resposta experimental obtida) com a
interacdo das variaveis. As amostras apresentaram desejabilidade variando de 0 a
0,97 para ambos os tecidos, vegetal (marandu) e animal (peixe). Dos 15
experimentos, trés foram repeticdes do ponto central conforme a matriz de dados
reportada na Tabela 9. Ao realizar este calculo para todos os quinze experimentos, a
funcdo matematica foi ajustada a cada valor de desejabilidade individual para modelar
0 comportamento dos dados e assim fazer previsdes em relacdo a localizacdo do

ponto 6timo que relaciona as variaveis com a resposta.

Tabela 9 — Matriz de planejamento fatorial tipo Doehlert para as variaveis tempo,
volume de H,0,, porcentagem de HNO;, porcentagem de recuperacao de arsénio e
desejabilidade, como respostas aplicada ao procedimento de extragcdo com radiacao
(UV) em amostras de marandu e peixe

Variavel Recuperacgao (%) Desejabilidade (di)

Experimento X1 X2 X3 Marandu Peixe Marandu Peixe
1(CP) 36 5 3 98 93 0,93 0,93

2 (CP) 36 5 3 90 97 0,63 0,97

3 (CP) 36 5 3 91 93 0,66 0,93

4 60 5 3 - 149 — 0,00

5 48 8 3 97 - 0,90 -

6 48 6 5 121 108 0,50 0,84
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7 12 5 3 73 84 0,00 0,84
8 24 2 3 95 93 0,85 0,94
9 24 4 1 90 4 0,66 0,00
10 48 2 3 116 94 0,61 0,94
11 48 4 1 133 122 0,23 0,55
12 24 8 3 79 78 0,25 0,77
13 36 7 1 101 89 0,97 0,88
14 24 6 5 96 76 0,86 0,75
15 36 3 5 143 95 0,00 0,95

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: X1 — HNO3; (mL), X2 — temperatura (°C), X3 — tempo (min), ponto central (CP).

Através do planejamento fatorial do tipo Doehlert foi possivel gerar um modelo
matematico para avaliar a relacéao satisfatoria do comportamento das variaveis com a
resposta experimental monitorada dentro do dominio estudado. Por meio da ANOVA
(Tabela 10), foi possivel avaliar a adequacgéo do modelo ajustado.

O coeficiente de determinacéao (R?) foi de 0,661 e 0,520 para o peixe e marandu,
respectivamente. Embora tenha sido observado evidéncias de desajuste aos dados
experimentais, os graficos de residuos versus os valores preditos (Figura 6) para
ambas matrizes apresentaram distribuicdo normal e nenhum indicio de anormalidade,
ou seja, 0 modelo matematico gerado néo apresentou variancia entre os dados

preditos pelo modelo e os dados observados experimentalmente.

Tabela 10 — Andlise de variancia do modelo matematico obtido com os dados
experimentais modelado no planejamento fatorial do tipo Doehlert

Fonte de variagio SS Df MS F-calculado F-tabelado R? R?ajus
Amostra de Peixe (p < 0,05)

Regressao 0,460 5 0,092 0,77 6,26 0,661 0,600
Falta de ajuste 0,480 2 0,240 480 19,00

Erro puro 0,001 2 0,001

Total 1,420 13

Amostra de Marandu (p < 0,05)

Regressao 0,460 5 0,010 0,06 5,19 0,520 0,434
Falta de ajuste 0,640 2 0,320 642 19,16

Erro puro 0,001 2 0,001

Total 1,330 13
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Soma quadratica (SS), grau de liberdade (Df), média quadréatica (MS), estatistica critica Fisher
(F), coeficiente de determinacéo (R?), coeficiente de determinacéo ajustado (R2ajust).

Desse modo, o quociente entre o MSfaj/MSpe pode ter sido inflado como
resultado da subestimacdo do valor do MSpe, sugerindo que a MSfaj e MSpe
refletiram apenas os erros aleatérios inerentes ao sistema investigado (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; NOVAES et al., 2017), concluindo que isso nao

afetaria a precisédo da condicdo 6tima de extracao para ambas matrizes.

Figura 6 — Valores preditos para o modelo quadréatico para amostra de Marandu (A) e
peixe (B)
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Fonte: Elaborado pela autora.

Através do desenvolvimento do planejamento estatistico foi possivel gerar o
grafico de Pareto (Figura 7), avaliando a importancia de todas as variaveis, bem como
as possiveis interacdes que apresentaram influéncia para a extracao de arsénio nas
amostras de marandu e peixe. A magnitude dos efeitos é representada por colunas e
a linha vertical indica significancia estatistica em p = 0,05, assim as variaveis com
valores que excedem a linha vermelha sdo estatisticamente significantes em um nivel

de confianca de 95%.
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Figura 7 — Gréafico de Pareto para a variavel porcentagem de recuperagdo nas
determinacdes de arsénio no Marandu (A) e peixe (B).

A B
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% de HNO: (Q) -2,60 X1X2(L) 10,65
Volume de HC:(L) 197 Volume de HO: (L) |0‘26

p=0,05 =005

Fonte: Elaborado pela autora.

Foi possivel verificar que a variavel tempo foi significativa e apresentou maior
efeito negativo (-28,5) para o marandu e também para o tecido de peixe (-23,5). Esse
efeito demonstrou que ha um aumento da recuperacao de arsénio a medida que a
variavel tempo variou de um nivel superior para um nivel inferior. Possivelmente isto
ocorre porque em maiores tempos de extracdo produtos da degradacdo da matéria
organica podem ser utilizados como doadores de elétrons, os quais atuam reduzindo
o sulfato presente na amostra a sulfeto (POSTGATE et al., 1984). Tanto a amostra de
marandu como a de peixe tém em suas composi¢cdes proteinas que a partir da sua
guebra também podem gerar sulfetos que antes estavam presentes em suas
estruturas. De forma que o sulfeto gerado, pode ser complexado com o arsénio
produzindo o precipitado de sulfetos de arsénio, contribuindo assim para a perda de
arsénio nos extratos apdés tempos maiores de extracdo (TECLU et al., 2009). Além
disso, o sulfato pode se reduzir a sulfeto gerando o carbonato (matéria organica (C,
H, O) + SO4* — H>S + HCO3), o qual também pode levar a precipitacdo do arsénio,
na forma de seus carbonatos (BARBOSA et al., 2009). E com a presenca de carbonato
no meio reacional, pode ocorrer o consumo de radicais livres por parte do carbonato.
Condicao desfavoravel ao aumento da decomposi¢cao do material organico presente
nas amostras (BULDINI et al., 2002).

Foram satisfatérios os valores de recuperacédo alcancados em menor tempo de
exposicdo. Como esperado do ponto de vista quimico, tanto o H,O, como o0 HNO3,
associados a luz UV, desempenharam um papel de geradores de espécies radicalares
altamente reativas para o processo de extracdo, como descrito nas equacbes 2 e 5
(GILBERT; BAGGOTT, 1991). As reacgOes do tipo radicalar ocorrem em tempos



57

curtos, de forma que o "OH apresenta uma reatividade elevada, com alto potencial de
oxidacéo de 2,33 V e uma taxa de reagdo na ordem de 109 M s1. O mesmo efeito
foi verificado por Gilbert e Baggott (1991), onde descreveram que as reacodes
radicalares atingiram altas eficiéncias de degradacao da matéria organica em tempos
menores de exposicao a radiacao.

O menor tempo de extracdo do planejamento estatistico (12 minutos,
experimento 7) utilizando a concentracdo de HNO; de 3% e volume de H,O, de 5 mL,
nao foi suficiente para atingir recuperacdes superiores a 80% para amostra de
marandu. Ja em 36 min e na mesma condicdo de extragcdo mencionada foram obtidas
recuperacOes de arsénio superiores a 90% para ambas matrizes, indicando que 12
minutos nao foi suficiente para se obter uma extracéo eficiente para ambas amostras.
O efeito positivo (23,3) da interacdo entre a variavel tempo (X1) e o volume de H,O,
(X2) foi favoravel no procedimento de extracdo empregando radiacdo UV em amostra
de marandu, indicando que a interacao entre 0s componentes favoreceu a formacgéao
de espécies radicalares ("OH) de elevado poder oxidante no meio reacional (MORO
et al., 2013).

Foi observado que o aumento do volume de H,O, afetou a disponibilidade de
radicais livres no meio reacional. Quando o volume de 2 mL de H,O, foi utilizado com
solucdo de 3% de HNOz; em um tempo de extracdo de 24 min (experimento 8),
apresentaram 95 e 93% de recuperacéo (desejabilidade de 0,85 e 0,92) de arsénio
para marandu e peixe, respectivamente foi alcancado. Ja os valores de recuperacao
utilizando a mesma condicéo diferindo apenas com o aumento do volume de H,0O,
para 8 mL (experimento 12) a recuperacao foi de 79 e 78%, sendo menor comparado
a utilizacao de 2 mL de H,0,, provavelmente devido ao consumo dos radicais (*OH)
em maiores volume de H,0,, como pode ser expressa pela seguinte equacgao: H,O,
+ «OH — H,0 + HO,*. Embora outro radical (*OH,) seja gerado, seu potencial de
oxidacdo € muito menor do que da espécie radicalar (DAUD et al., 2010).

A interacdo entre as variaveis volume de H,O, e porcentagem de HNO;
associado a radiacdo ultravioleta teve seu efeito positivo (17,4) para a extracdo de
arsénio nas amostras de marandu, podendo indicar que a interacdo entres essas
variaveis favoreceram o aumento da formacgao de espécies de radicais livres (*OH).
Pode-se inferir que em baixa quantidade de ambas variaveis, a formacao de radicais

pode nao ser efetiva para obtencédo de uma condi¢cdo de decomposicao eficiente da
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matéria organica e consequentemente a ndo liberagcédo do elemento quimico de estudo
para a fase aquosa. Portanto, considerando que o arsénio esteja fortemente ligado a
fracdo de silica presente na amostra vegetal, € requerido um método de extracdo mais
oxidante (agressivo), contando com a combinagao de maiores quantidades de HNO3
e de H,0,, que sdo geradores de radicais livres quando associados a radiacao UV,
para alcancar resultados satisfatorios de extracdo de arsénio (NIU et al., 2013).

A variavel individual, volume de H,0O, (X2), apresentou efeito menor (13,8) em
relacdo ainteracao desta variavel e a porcentagem de HNO; (17,4). Embora a variavel
(X2) tenha menor efeito, esta variavel é importante na extragdo, pois também pode
ser responsavel pela manutencao da espécie oxidativa em solu¢ao na forma de *OH,
0 mesmo foi verificado por Souza et al. (2014).

Na amostra de peixe a porcentagem de HNO; (X3) individual apresentou efeito
positivo (18,5), desempenhando um papel importante no procedimento de extracéo
para esse tipo de matriz. Solucdo de HNO3; quando associado com a radiagdo UV
também apresentam uma fonte importante de radicais *OH, a partir do nitrato (NO3)
e nitrito (NO2), uma vez que estas espécies absorvem prontamente a radiagao
ultravioleta, com espectro de absorgdo da radiagdo UV em 310 nm (¢ = 22,5 M cm™)
e 360 nm (¢ = 7,4 Mt cm™), respectivamente (KEEN et al., 2012).

A temperatura em um procedimento de decomposicdo € um parametro
importante que afeta a eficiéncia de digestao, ja que para digerir uma variedade de
moléculas organicas, diferentes temperaturas sdo necessarias (WURFELS;
JACKWERTH; STOEPPLER, 1989). A temperatura atingida a 80 °C pelo
procedimento de extracdo utilizando o prototipo com luz ultravioleta utilizada no
presente trabalho seria teoricamente insuficiente para a decomposicdo completa das
proteinas (com temperatura média de decomposicéo por volta de 160 °C). De acordo
com Barela e colaboradores (2017) a presenca de carboidratos nas amostras pode
auxiliar na melhoria do processo de decomposicédo da matéria organica.

E relatado na literatura que em baixos valores de pH, ou seja, com 0 aumento
da utilizacdo de solucbes acidas associada a altas quantidade de H,O, é possivel
ocorrer a solvatacdo de um préton (H* proveniente do HNO3) pelo H,O,, formando o
ion oxénio (H;0,"), e que consequentemente, a atuacdo do H,O, como fonte geradora
de radicais livres € reduzida, afetando assim na diminui¢do da extracdo. Outro efeito

relatado é que em altas concentracdes de H*, este pode reagir com os radicais livres
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("'OH) formando &agua, suprimindo o efeito radicalar na decomposicdo da matéria
organica (DAUD et al., 2010). Assim, o estudo das varidveis quantitativas de HNO; e
também do volume de H,0, associados a radiacdo UV em um periodo de tempo sao
critérios importantes neste tipo de procedimento.

Para a amostra de marandu a interacdo da variavel volume de H,O, (X2)
juntamente com a porcentagem de HNO; (X3) apresentou efeito positivo significativo
(17,4), indicando a necessidade da interacdo dessa mistura oxidante, promovida pela
adicdo do H,0, juntamente com o0 HNOs;. Como mencionado por Calle et al. (2013),
amostras de ervas e plantas constituem parte do analito ligado a fracao de silica
presente na amostra e isso explicaria a possivel necessidade de um meio reacional
com mais constituintes geradores de espécies radicalares (mais oxidante), visando o
rompimento das ligagbes do arsénio com a silica, liberando assim, o analito para o
solvente presente no meio reacional.

A extracdo obtida em temperatura a 80 °C, foi adequada para a decomposicao
das matrizes. Um ponto importante a ser considerado € que elementos que em geral
sao perdidos por volatilizacdo em sistema aberto de extracdo, como por exemplo, 0
arsénio, este foi extraido pela condicdo otimizada do procedimento de preparo de
amostra proposto a 80 °C. Como ocorre a interacao entre a radiacao ultravioleta e os
solventes extratores para a geracdo de radicais hidroxila em um tempo
necessariamente curto, foi evitada assim, a perda do analito por volatilizacdo ou por
precipitacdo. Porém, nos experimentos 4 (marandu) e 5 (peixe), nos tempos de reacao
de 60 e 48 min, respectivamente, foi evaporado todo o solvente, ndo sendo possivel
determinar a quantidade de arsénio extraido nesses experimentos.

A resposta (porcentagem de recuperacdo de arsénio) foi codificada de O
(resposta indesejada; baixa porcentagem de recuperacao de arsénio) a 1 (resposta
desejada; alta porcentagem de recuperacdo de arsénio) usando uma funcédo de
desejabilidade individual (di). A funcdo desejabilidade foi usada para modelar as
superficies de resposta e os graficos de contorno ajustados (Figura 8 e Figura 9) para
avaliar a melhor condicdo experimental para ambas matrizes.

Como observado foi possivel descrever o comportamento do sistema de
extracdo e definir a condicdo experimental otimizada. As variaveis volume de H,0,,
porcentagem de HNO; e o tempo associados a radiacdo ultravioleta afetaram o
procedimento de extracdo em ambas matrizes, possivelmente relacionado ao poder

oxidativo atribuido a sinergia entre a radiacdo UV e a mistura extratora.
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As condi¢bes otimizadas para extracao assistida por radiacdo UV foram 2 mL
de H,0; (30% v v?1), solucdo de HNO; 3% (v v') em tempo de 24 minutos, com
recuperacdes para As de 95 e 93%, e desejabilidade 0,8 e 0,9, para os tecidos de
peixe e vegetal, respectivamente. Tais condigcbes corroboram com 0s preceitos da
quimica analitica verde para minimizacdo das quantidades de reagentes, menor
tempo de reacdo e reducdo na geracdo de residuos, além dos custos para o
procedimento de extragao.

Figura 8 — Superficie de resposta e grafico de contorno tracados a partir do
planejamento fatorial do tipo Doehlert para amostra de Marandu
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 9 — Superficie de resposta e grafico de contorno tracados a partir do
planejamento fatorial do tipo Doehlert para amostra de peixe.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.3 Avaliacéo de parametros de desempenho dos métodos analiticos

Os resultados obtidos pelas analises por ICP-MS para o método consolidado
de MW-AD e utilizando radiacdo UV apresentou curva analitica com coeficiente de
determinacdo (R?) de 0,9949 para MW-AD e 0,9979 utilizando radiacdo UV, e a
linearidade foi considerada aceitavel conforme limites aceitaveis determinado pelo
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO), com R? foi
superior a 0,990. O LOQ e o LOD foram determinados a partir de medidas
independentes de 10 brancos analiticos preparados nas mesmas condicfes das
amostras. Sendo o LOD (ug kg™) obtido de 0,17 e o LOQ (ug kg?) de 0,54 para o
método MW-AD. Foram inferiores aos valores previamente relatados na literatura para
procedimentos semelhantes de MW-AD. Barbosa et al. (2015) encontraram LOD (ug
kg?) de 7,0 para o As; Maciel et al. (2014) relataram LOD (ug kg™?) de 3,0; e Brito et
al. (2017) relataram LOD (ug kg?) de 3,0 e LOQ (ug kg') de 9,0 para o As. Os
resultados obtidos de LOD e LOQ para o método empregando UV neste trabalho,
apresentou LOD (ug kg') de 0,16 e o LOQ (ug kg?') de 0,48. Ambos os métodos
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propostos, MW-AD e UV neste trabalho, apresentaram sensibilidade e boa faixa linear
de trabalho para determinacéao de As.

Os resultados das analises dos candidatos a materiais de referéncia aplicados
nos métodos de MW-AD e utilizando UV forneceram recuperagdes aceitaveis, com
valores de 88% e 90% e 93 e 85% para amostra de marandu e peixe, respectivamente.
Nos dois métodos, as determinagBes ndo apresentaram diferenga significativa em
comparacao aos valores certificados considerando que todos os valores t-calculado <
t-tabelado (n = 3). O teste t de Student indicou que ndo houve diferenca significativa
entre os valores obtidos experimentalmente e certificados, confirmando a eficiéncia
da extracdo acida assistida por radiacao micro-ondas e por UV.

A precisao foi avaliada com base no desvio padréo relativo (RSD) obtido nas
determinacdes quantitativas das amostras. Os RSDs (n = 3) encontrado para o
método MW-AD foi de 11 e 3% para as amostras marandu e peixe, respectivamente.
Uma possivel explicagdo para o alto valor de RSD para a amostra de marandu pode
ser devido a granulometria e forma das particulas, sendo uma amostra ndo téao
homogénea e com boa distribuicdo de tamanhos de particulas. Dessa forma a matriz
apresenta diferentes areas superficiais de contato com o solvente, resultando em
diferentes velocidades de decomposicdo, podendo comprometer a extracdo do
arsénio de forma homogénea na amostra de marandu. Além disso, considerando que
parte do elemento quimico, arsénio, esta ligado a fracdo de silica presente na amostra,
isso dificulta o rompimento das ligacdes do arsénio com a silica e consequentemente
a néo liberacéo do arsénio para o solvente presente no meio reacional (CALLE et al.,
2013). Embora o emprego da amostra de marandu apresenta essa desvantagem que
resulta em alto valor de RSD, observa-se que tanto a amostra marandu como a de
peixe apresentaram RSDs menores que 15% estando em conformidade com a norma
de referéncia, INMETRO. Os resultados indicaram que o procedimento (MW-AD) e
UV foram promissores na extracdo de As e que o ICP-MS forneceu sensibilidade
necessaria para este conjunto de amostras.

Os resultados obtidos de RSD cujas etapas de preparo de amostra foram
empregadas a radiacdo UV o RSD foi de 0,69 e 1,59 para as determinacdes realizadas

com as amostras marandu e peixe, respectivamente.
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5.4  Avaliacdo dos métodos ambientalmente verdes

A ferramenta da Eco-Escala analitica foi aplicada para avaliar o quanto, ou em
gue extensao um processo ou procedimento conseguiu cumprir os principios da
Quimica Verde. Considerando as metodologias propostas neste trabalho, foi
comparado os diferentes procedimentos aplicados pelo MW-AD com &cidos diluidos
e pela radiacdo UV. A Eco-Escala analitica compara diferentes parametros e etapas
em um procedimento analitico como, amostragem, preparo de amostra, analise,
calibracao, validacdo de método analitico, consumo de energia, geracao de residuos
e risco ocupacional atribuindo pontos de penalidade a todas as substancias envolvidas
(GALUSZKA et al., 2012). Sabendo que a Eco-Escala varia de 0 a 100, os pontos
totais de penalizacdo foram somados e descontados do valor maximo.

Para o procedimento MW-AD foi atribuida a penalidade do uso do HNO; (4
pontos), o uso de H,O, (4 pontos), formacdo de vapor acido (3 pontos), geracao de
residuo acido (5 pontos), gasto energético alto (0 pontos), uso do ICP-MS (1 ponto),
seguranca (2 pontos), aléem da falta de tratamento do residuo acido (3 pontos). No
procedimento utilizando a radiacdo UV as penalidades foram o uso do HNO; (4
pontos), o uso de H,O, (4 pontos), formacdo de vapor acido (3 pontos), geracao de
residuo acido (5 pontos), gasto energético (0 pontos), uso do ICP-MS (1 ponto),
seguranca (2 pontos) e falta de tratamento do residuo acido (3 pontos). Dessa forma,
as pontuacdes obtidas foram 78 pontos para ambos os métodos (MW-AD) e UV. Os
pontos obtidos da subtracdo classificam os procedimentos analiticos que empregam,
MW-AD e UV, como excelentes métodos verdes.

Outro parametro considerado foi o consumo de energia elétrica (Equacgéo 12)
para a extracdo do arsénio nos diferentes procedimentos, MW-AD e por UV.

(Poténcia, W) x Tempo (h)

Consumo (kWh) = T 1000 (Equacgao 12)

Onde, (KWh) é o consumo de energia elétrica para a extracdo; Poténcia (W) é
atribuida a poténcia do equipamento; tempo (h) é o tempo de extracdo e amostra é a
guantidade de amostra extraida ou digerida. O consumo de energia elétrica para a
extracdo foi de 0,01 KWh por amostra para a camara de foto-oxidacéo utilizando

radiacao UV e 0,05 KWh por amostra para MW-AD. Em termos de aproveitamento de
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energia, a extracdo auxiliada pela radiagdo UV foi mais ecoldgica, utilizando menos
energia em relacéo ao procedimento de MW-AD.

O método de digestdo MW-AD é considerado um procedimento analitico eficaz
e bem estabelecido para a decomposi¢cédo de amostras organicas (ARAUJO et al.,
2002; GONZALEZ et al., 2009). Porém, nem todos os laboratérios de preparo de
amostra tém esse sistema pelo alto custo de compra e manutengcdo do proprio
instrumento e dos acessoérios. Com a implementacdo da camara de foto-oxidacao por
radiacdo UV utilizada neste trabalho teve-se um custo total de R$ 490,32, duzentas
vezes menor quando comparado com o custo de aquisicdo do sistema de MW-AD (U$
16.000,00). Nesse sentido, vale ressaltar que a aquisicao do sistema de preparo de
amostra utilizando radiacéo UV foi mais econdmica.

A utilizacdo do prototipo para a extracdo aplicando a radiacdo UV, permitiu
alcancar boas recuperacoes (> 90%) utilizando menor concentracdo de HNO; (0,65
mol L) e consequentemente menor geracdo de residuos comparado ao
procedimento de MW-AD que fez uso de maior concentracdo de HNO; (5 mol L1). A
MW-AD apresentou um tempo total (tempo da rampa de aquecimento, permanéncia
e de resfriamento) de 45 minutos para 12 amostras digeridas (16 amostras séo
digeridas em 1 hora), a camara de foto-oxidacdo com radiacdo UV levou um tempo
total de 24 minutos para extrair 12 amostras (30 amostras sdo extraidas em 1 hora).
Em tais condi¢des, melhor frequéncia analitica foi encontrada empregando a radiacao
UV no preparo de amostra.

Apesar dos métodos de extracao assistida por radiacdo micro-ondas se mostrar
rapido e eficiente, o método de extracdo por UV oferece vantagens como facilidade
de uso, simplicidade, menor volume e concentracao de reagentes, levando a menores
volumes de residuos gerados e com menor tempo de extracdo, acarretando em uma

maior frequéncia analitica.
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Tempo

Temperatura Extrator

Recuperagao

Matriz Método Analito Técnica (min) (°C) (Tipo e concentragio) (%) Referéncia
Espinafre MW-AD AseCd ICP-MS 60 190 HNO; (70%) + H,O, (30%) 91 -98 (KHAN et al., 2014)
Tecido de Ostra MW-AD As, Cd,Pb ICP-MS 5 200 HNO; (65%) + H,O, (30%) 81 -99 (YANG et al., 2007)
e Hg + HF
Farinha de arroz MW-AD As e Cd ICP-MS 57 200 HNO; (32%) + H,O, (30%) 101 —102 (BRITO et al., 2017)
Planta uv Cd, Pb, Fe, HPLC 60 85 H,0; (30%) 97 - 100 (BULDINI et al.
Cu, Ni, Zn 1996)
e Co
Amostras de uv C TOC 180 - H.0O; (30%) 97 (MORAIS;
chorume ZAMORA, 2005),
Marandu e peixe MW-AD As ICP-MS 45 190 HNO; (23%) + H,O, (30%) 88 e 90 Este estudo
Marandu e peixe UV As ICP-MS 24 80 HNO; (3%) + H,O, (30%) 93 e85 Este estudo

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), carbono orgéanico total (TOC), digestdo &cida assistida por radiag&o micro-

ondas (MW-AD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e ultravioleta (UV).
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A Tabela 11, compara as condicBes experimentais do método de MW-AD e
com UV obtidos neste trabalho com os valores relatados na literatura. Comparando
com os métodos MW-AD, este trabalho utilizou a mesma condig&o experimental e com
concentragbes menores de reagente para a extracao de arsénio para os dois tipos de
matrizes com complexidade diferentes, o que ndao é amplamente documentado na
literatura.

A utilizacdo da radiacdo UV para o preparo de amostra para a extracao de
elementos quimicos ainda é pouco explorada, evidenciando a importancia de avaliar
seu potencial associado a quimica verde frente aos métodos de preparo de amostra
convencionais que fazem uso de maiores quantidades de reagentes, tempo,

temperatura reacional e com maior consumo de energia.
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6 CONCLUSAO

A utilizagdo de um planejamento fatorial do tipo Doehlert permitiu estabelecer
uma combinacéo ideal entre a concentracdo de HNOs3, 0 tempo e temperatura de
reacao para a MW-AD. A melhor condi¢ao experimental foi obtida com a adi¢céo de 6
mL de solugdo de HNO; (5 mol Lt) com 2 mL de H,0, (30% v v1), temperatura de
digestdo de 190 °C por 15 minutos, com valores de carbono residual inferiores a 8%
para ambas matrizes. O método proposto proporcionou baixos valores de LOQ, LOD
e RSD (%), apresentou recuperagéo na faixa de 88 e 90% para arsénio em material
de referéncia, marandu e peixe respectivamente, ndo evidenciando diferenca
estatisticamente significativa em relacéo aos valores certificados.

O procedimento de extracdo assistida por radiacdo UV proposto mostrou-se
eficiente e altamente recomendavel para extracdo de arsénio em matrizes vegetais e
animais. Foi um processo de preparo de amostra simples, eficiente, com boa eficiéncia
energética, alta frequéncia analitica e que priorizou a minimizacdo do consumo de
reagentes. A melhor condicdo experimental para ambas matrizes foram: tempo de
extracdo de 24 minutos, volume de 2 mL de H,O, (30 v v') e 6 mL de solucdo de
HNO; (0,65 mol L?). A introducdo do H,O, e HNO; no sistema possibilitou a
ocorréncia do sinergismo dessas duas variaveis fornecendo o aumento da geragéo de
espécies radicalares oxidantes, mediante a UV, aumentando significativamente a
eficiéncia do procedimento. Utilizando a radiacdo UV as recuperacOes de arsénio
foram de 93% e 85%, e os RSDs foi de 0,69 e 1,59, para o tecido vegetal e animal
respectivamente.

O procedimento proposto pela camara de foto-oxidacdo empregando a
radiacdo UV se mostrou eficiente e confiavel para a determinacdo de arsénio em
amostra animal e vegetal, com as vantagens associadas ao menor consumo de
reagentes, baixa temperatura de extracdo, quando comparados ao método MW-AD.
Sendo, portanto, uma alternativa valida aos procedimentos de preparo de amostra
convencionais. Além disso, o sistema UV é facil de implementar, ja que a lampada UV
€ disponivel comercialmente de baixo custo comparado a aquisicdo do sistema de
digestédo assistida por radiacdo micro-ondas. E por fim, o uso da Eco-Escala analitica
mostrou que 0os métodos foram excelentes procedimentos verdes, com pontuacao de
78 para ambos os métodos investigados neste estudo, classificando-os como

excelentes métodos verdes.
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7 ETAPAS EM DESENVOLVIMENTO

Deve-se ressaltar que toda condi¢cdo pandémica (COVID-19), principalmente
em 2020 e primeiro semestre de 2021, nos impossibilitou de realizar boa parte do
projeto, impactando diretamente na obtencdo de evidéncias experimentais, uma vez
gue o comité COVID-IBILCE/UNESP (https://www.ibilce.unesp.br/Home/plano-ibilce--
-versao-de-07-de-maio-de-2021.pdf) s6 autorizava pesquisas de nivel 3 e 4, e aregido
de S&o José do Rio Preto — SP esteve e esti em periodo de lockdown parcial. As
atividades experimentais foram desenvolvidas respeitando o distanciamento social em
adequacdo as diretrizes estabelecidas pela instituicdo e pelos 6rgdos de Saude
Publica competentes.


https://www.ibilce.unesp.br/Home/plano-ibilce---versao-de-07-de-maio-de-2021.pdf
https://www.ibilce.unesp.br/Home/plano-ibilce---versao-de-07-de-maio-de-2021.pdf
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