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Quais seriam as propriedades dos materiais se pudéssemos realmente arranjar os
atomos como bem entendéssemos? Elas seriam muito interessantes de se investigar
teoricamente. Nao posso ver exatamente o que aconteceria, mas dificilmente posso
duvidar que, quando tivermos algum controle sobre a disposi¢do das coisas na escala
pequena, teremos um leque enormemente maior de propriedades possiveis para as
substancias, e de diferentes coisas que poderiamos fazer. (RICHARD P. FEYNMAN,
1960, p. 22-36)



RESUMO

Teores significativos de arsénio (As) vem sendo reportados em amostras de arroz e frutos do
mar. Com isso tem-se buscado métodos simples e de baixo custo para analise de especiagao
desse elemento, uma vez que diferentes formas de As possuem diferentes niveis de toxicidade,
sendo suas espécies inorganicas as mais prejudiciais a seguranca alimentar. Dessa forma,
trabalhos recentes tém relatado o uso de nanoparticulas de prata como nanosensores Opticos
para a quantificagdo desse contaminante. No presente trabalho, estudou-se metodologia de
sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) funcionalizadas em polietileno glicol (PEG200) para
sua posterior aplicacdo como plataforma de sensoriamento para detecgdo de na analise de
especiacdo de As inorganico (iAs) em amostras de arroz e camardo por espectrofotometria de
absor¢ao molecular no UV-Vis. O método se baseou no fendmeno no qual a presenga de iAs no
meio desloca a banda plasmoénica apresentada pelas AgNPs>oo de 412 nm para 600 nm, o que
permite a andlise de iAs por medidas espectrofotométricas. O nanomaterial sintetizado foi
caracterizado através de medidas de carga de superficie e tamanho de particula usando potencial
Zeta e Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), respectivamente. Os resultados obtidos sugerem
que as particulas apresentam superficie de carga negativa, enquanto seu tamanho varia entre
80-100 nm. O método de andlise AgNPs/espectofotometria UV-Vis foi eficiente para analise de
As total (tAs) em amostra de arroz com recuperagdo de 97% e 95% na analise de Material de
Referéncia — Agro C1001a e NIST 1568b - Rice Flour, respectivamente. Além de ser seletivo
para iAs, possibilitando a especiagdo de As com veracidade satisfatoria (105%, recuperagao de
1As em NIST 1568b - Rice Flour). O método proposto apresentou boa precisio com RSD
menor que 16% para todas as amostras e limites de deteccio e quantificagdo de 0,656 ug Kg'!
iAs e 1,988 pug Kg! iAs, respectivamente. As amostras de arroz apresentaram niveis de tAs
variando entre 108,3 - 281,25 pg kg'!, estando esses teores abaixo do recomendado pela
legislacao brasileira para esse tipo de matriz. O teor de 1As nas amostras de arroz foi entre 55,35
e 110,02 ugkg™, o que corresponde a 34-70 % do As na amostra. Para o camario a concentracio
de iAs encontrada foi de 64,70 pg kg™, O presente método de analise revelou-se uma alternativa
vidvel e simples para andlise de iAs em arroz e camardo, ressaltando-se sua versatilidade para

diferentes matrizes, tecido vegetal e animal.

Palavras-chave: arroz; camardo; arsénio; nanoparticulas de prata; especiacdo quimica

elementar.



ABSTRACT

Significant levels of arsenic (As) have been reported in rice and seafood samples. As a result,
simple and low-cost methods for the analysis of arsenic speciation have been sought, as
different forms of arsenic have varying levels of toxicity, with inorganic species being the most
harmful to food safety. Therefore, recent studies have reported the use of silver nanoparticles
as optical nanosensors for the quantification of this contaminant. In this study, a methodology
for the synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) functionalized with polyethylene glycol
(PEG200) was investigated for their subsequent application as a sensing platform for the
detection and speciation analysis of inorganic arsenic (iAs) in rice and shrimp samples using
UV-Vis molecular absorption spectroscopy. The method was based on the phenomenon in
which the presence of iAs in the medium shifts the plasmonic band exhibited by the AgNPs
from 412 nm to 600 nm, enabling the analysis of 1As through spectroscopic measurements. The
synthesized nanomaterial was characterized through surface charge and particle size
measurements using Zeta potential and Dynamic Light Scattering (DLS), respectively. The
results obtained suggest that the particles have a negative surface charge, while their size ranges
from 80-100 nm. The AgNPs/UV-Vis spectrophotometry analysis method was efficient for the
analysis of total arsenic (tAs) in rice samples with recoveries of 97% and 95% in the analysis
of Reference Material - Agro C1001a and NIST 1568b - Rice Flour, respectively. In addition to
being selective for iAs, allowing for accurate arsenic speciation (105% recovery of iAs in NIST
1568b - Rice Flour). The proposed method exhibited good precision with RSD (Relative
Standard Deviation) less than 16% for all samples, and detection and quantification limits of
0.656 pg kg-1 1As and 1.988 pg kg-1 1As, respectively. The rice samples showed tAs levels
ranging from 108.3 to 281.25 pg kg-1, which are below the limits recommended by Brazilian
legislation for this type of matrix. The iAs content in the rice samples ranged from 55.35 to
110.02 pg kg-1, corresponding to 34-70% of the total As content. The concentration of 1As
found in the shrimp sample was 64.70 ug kg-1. The present analysis method proved to be a
viable and simple alternative for the analysis of iAs in rice and shrimp, highlighting its

versatility for different matrices, plant, and animal tissues.

Keywords: rice; shrimp; arsenic; silver nanoparticles; elemental chemical speciation.
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1 INTRODUCAO

A analise de arsénio (As) em alimentos ¢ um tema que vem sendo debatido em
diversos trabalhos encontrados na literatura, especialmente aqueles que tratam da especiagao
quimica. Os estudos que envolvem esse assunto sdo de grande relevancia porque a toxicidade
desse elemento depende de seu estado de oxidagdo e forma quimica. Dessa maneira, a analise
do teor total de As em alimentos nao reflete o nivel de risco de intoxicacao por As através da
ingestdo desses produtos alimenticios (CAVA-MONTESINOS et al., 2005).

Arsénio pode causar cancer de pulmao, bexiga, figado, renal e de pele (BISSEN;
FRIMMEL, 2003). A maioria dos casos cronicos de envenenamento por As é causada pelo
consumo de As inorganico, arsenito (As (III)) e arseniato (As (V)) (XIE et al., 2007). Apos
absorcao pelos pulmdes ou pelo aparelho gastrointestinal, o As ¢ transportado pelo sangue para
outras partes do corpo (FOWLER; JONES, 2007). Sua forma quimica trivalente pode reagir
com grupos tiois (-SH) de enzimas e proteinas, inibindo atividades bioldgicas. Ja em relagdo a
toxicidade da sua forma pentavalente, pode estar relacionada a substituicdo do fosforo na
formagdo de adenosina trifosfato (ATP), devido a sua semelhanga quimica com esse elemento
(CERVEIRA et al., 2015). Por outro lado, a espécie organica do As arsenobetaina (AsB), ndo ¢
sequer metabolizada pelo organismo humano, ndo causando qualquer dano ao seu sistema
bioquimico. Assim, trabalhos que identifiquem e quantifiquem as espécies de As em amostras
alimenticias, especialmente as inorganicas, e ndo apenas o teor total desse elemento, faz-se
necessario para obter informagdes sobre seguranca alimentar (HUANG; ILGEN; FECHER,
2010).

O Brasil, regulariza a comercializagao de frutos do mar através da Resolucdo RDC
n°® 487 de 26 de marco de 2021, na qual estabelece os Limites Maximos de Tolerancia (LMT)
para contaminantes inorganicos, restringindo o teor maximo de As em peixes € crustaceos a
1,0 mg kg! ((ANVISA), 2021). No entanto, essa legislagio aborda apenas o teor méaximo de
As total, ndo abrangendo as espécies quimicas de As, o que nao garante uma boa confiabilidade
quanto a toxicidade de As nesses alimentos.

A Organizacao para Alimentagao e Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial da
Satide (OMS) recomendam consumo moderado de frutos do mar na faixa de 12 kg per capita
ano ! para minimizar os riscos de contaminagio e promover os beneficios maximos do alimento
a satde (DA SILVA et al., 2021). Pesquisas realizadas em crusticeos, como lagosta, camarao e

caranguejo, constataram altas concentragdes de As e que cerca de 90% deste elemento se
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encontra na forma de AsB, espécie ndo-toxica. E necessério cerca de 10 000 mg kg™ de AsB
para esta ser considerada letal em ratos, enquanto necessita-se de apenas 4,5 mg kg! de As (III)
(XIE et al., 2007).

Outro alimento que desperta atencao quanto ao seu nivel de As ¢ o arroz. O acumulo
de As nesse grao pode se dar devido a sua forma de cultura, como os alagamentos controlados,
as condicdes geoldgicas e o uso de insumos agricolas. Assim como em frutos do mar, também
¢ possivel bioacumular espécies de As, podendo-se encontrar concentragdes de As pelo menos
10 vezes mais altas no arroz comparado ao trigo e outros cereais (HUANG; ILGEN; FECHER,
2010). Vale ressaltar que ao contrario dos frutos do mar, a maior parte do As encontrado no
arroz esta nas formas inorganicas, podendo chegar a 90% do teor total (SUN et al., 2009).

Em se tratando de legislagdo que regulariza a concentragdo de As em arroz, a
ANVISA estabelece o limite maximo tolerdvel para esse contaminante no arroz e seus derivados
de 300 pg kg ((ANVISA), 2021), contudo, no caso de alimentos a base de cereais para
alimentagio infantil, o limite ¢ de 0,15 mg kg™ para arsénio inorganico. Em 2014, a FAO, em
parceria com a OMS, publicou o Codex Alimentarius FAO-OMS que estabelece padrdes
internacionais de seguranca e qualidade alimentar, estabelecendo teor maximo permitido de As
no arroz em 200 pg kg! (FAO, 2014).

Mesmo com amparo dessas legislagdes, ainda existe muito a ser discutido a respeito
da seguranga alimentar desses alimentos. Exemplo disso ¢ que essas legislacdes ainda nao
tratam em seus documentos das diferentes formas de As que sdo encontradas nessas matrizes.
Na China, esse aspecto ¢ levado em consideragdo para arroz, visto que estabelece o limite
méaximo de As inorganico toleravel nesse alimento em 200 ng g''. Alguns dos motivos da
distingdo de espécies de As nao ser levado em consideragdo por outras instituigdes pode ser
devido a dificuldade de anélises de especiagdo dessas matrizes complexas; escassez de materiais
de referéncia certificado (CRMs) e padrdes para as diferentes espécies quimicas de um
elemento; necessidade de métodos rapidos e de baixo custo e de facil operacdo; o analito se
apresentar em baixas concentra¢des na matriz (FRIEDRICH et al., 2014).

O termo especiacao tem sido frequentemente utilizado para indicar a identificacdo
e/ou quantificacdo de espécies quimicas! de um elemento e sua distribui¢io em uma amostra

(TEMPLETON et al., 2000). Geralmente, a analise de especiagdo nao ¢ simples, uma vez que

1 Espécie quimica ¢ definida como a forma especifica de um elemento quimico quanto a sua

composicao isotopica, estado de oxidacdo e/ou estrutura molecular.
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técnicas com baixos limites de detec¢do sdo necessdrias, pois, em geral, as espécies se
apresentarem em niveis de concentracdo muito baixos na matriz. (SCHMIDT et al., 2017).
Pode-se afirmar que esse tipo de analise para As ainda ¢ um desafio, devido a complexidade da
matriz, principalmente amostras bioldgicas e, também, devido as baixas concentragdes das
espécies de As inorganico em comparagdo com As organico (MOREIRA, C. M. et al,, 2013).

Para a realizacdo de estudos de especiacdo quimica de As, vdrias técnicas de
separacao e deteccao tém sido empregadas, dentre elas HPLC-ICP-MS (Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia associada a Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado)
¢ a mais comum. Contudo, HPLC-ICP-MS ¢ uma técnica de alto custo e requer analistas
altamente capacitados para adequada operagdo. Dessa forma, estudos recentes tém relatado a
utilizagao de métodos mais simples, como o uso de nanoparticulas para analise colorimétrica
de As. Além de ser um método de baixo custo quando comparado aos convencionais e se alinhar
aos principios da quimica verde, tem se mostrado promissor devido sua rapidez e limites de
detecgdo e quantificacdo adequados.

Mediante o exposto, o presente trabalho tem como objetivo estudar metodologia de
sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) funcionalizadas em polietileno glicol (PEGa200) e
citrato de sddio, bem como sua aplicagdo para analise de arsénio inorganico (iAs) em amostras
de arroz e camarao utilizando espectrofotometria molecular na regidao UV-Vis como técnica de

deteccgao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Arsénio

Arsénio (As) ¢ um elemento natural da crosta terrestre, distribuido por todo o
ambiente e presente no ar, na dgua e no solo (MEDINA-PIZZALI et al., 2018). Este elemento
ocorre na natureza na forma elementar (As (0)) ou em combinagcdo com metais ou outros
metaloides, como os sais de arsenito trivalente (As (III)), 6xidos (As203) e na forma
pentavalente, arsenato (As (V)), como o gés arsina (AsH3) e as formas organicas: acido
monometilarsonico (MMA (V)), &cido dimetilarsinico (DMA (V)), acido monometilarsonico
(MMA (III)) e 4cido dimetilarsinoso (DMA (I1I)) (COZZOLINO, 2020; XIE et al., 2007). No
ambiente aquoso, 0 As inorganico aparece comumente nos estados de oxidagdo Il e V como
acido arsenioso (H3AsO3), 4cido arsénico (H3AsOs) e seus sais (BISSEN; FRIMMEL, 2003a).

Arsénio ¢ constituinte de mais de 245 minerais. As erup¢des vulcanicas e outros
processos naturais correspondem em até cerca de 60% do As liberado no meio ambiente
(BISSEN; FRIMMEL, 2003a; CERVEIRA et al., 2016). Atividades antropogénicas, tais como
mineracao e fundi¢ao de metais, uso de pesticidas, herbicidas, conservantes de madeira, aditivos
alimentares contendo As etc., podem também elevar os niveis desse elemento nos ecossistemas
(KARAGAS et al., 2019). Com as mais diversas aplicagdes do As, a produgdo industrial esta
em torno de 50 mil toneladas/ano, com a maior contribuicio da China e Marrocos
(COZZOLINO, 2020).

O consumo de alimentos e d4gua ¢ considerado a principal fonte de exposi¢do ao As,
podendo chegar a faixa de 20 a 300 pg As/dia (CERVEIRA ef al., 2016). Globalmente, cerca
de 70 paises sdo afetados por agua potavel contaminada com o metaloide, ameagando mais de
150 milhdes de pessoas devido sua toxicidade (KARAGAS et al., 2019).

De uma maneira geral, As ¢ encontrado em diversas matrizes ambientais e também
em produtos derivados industrialmente processados. A tabela a seguir mostra resumidamente a
relagdo de algumas espécies do metaloide com alimentos que podem ser fontes significativas

de As e que sdo frequentemente reportadas na literatura.
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Quadro 1 - Relagdo das espécies de arsénio comumente encontradas em alguns alimentos

Espécies de As Matriz onde o As ¢ encontrado

Arsenito (As (IIT) ) e Arsenato (As (V)) Algas marinhas

Cogumelos comestiveis
Legumes

Agua potavel

Arroz

Trigo e produtos a base de trigo

Animais de origem marinha (especialmente

bivalves)

Leite, carne e produtos a base destes

Acido monometilarsinico (MMA (III)) Cogumelos comestiveis

Acido dimetilarsinico (DMA (III)) Pode ser encontrado em vérios organismos,
pois € um metabolito derivado de 1As

Acido monometilarsonico (MMA (V)) e | Arroz

Acido dimetilarsinico (DMA (V)

Cogumelos comestiveis

Carne animal

Arsenobetaina (AsB) Animais de origem marinha

Fonte: adaptado de (MEDINA-PIZZALI et al., 2018)

2.2  Metabolismo e toxicidade do arsénio

A toxicidade do As ¢ dependente da sua forma quimica, sendo As (III) e As (V) as
espécies mais toxicas, seguidos pelo MMA e DMA. Em contrapartida, AsB nao ¢ considerada
toxica (SCHMIDT et al., 2017). Na Figura 1 estdo apresentadas as estruturas quimicas de

algumas espécies de As de interesse analitico.
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Figura 1 - Algumas espécies de arsénio de interesse analitico.

OH CH
0o HiC_ /3 °
./ SAs
AsHj \As /AS\ ~
X / OH
/ \OH HO 0] H3C
Arsina HO )
Acido arsénico Acido arsenioso Arsenocolina
A CLS W) As (1) AsC
O /CH3 CHHO 0
H,C H5C | i):
\Aé/ \As\ H3C—/?\s
\OH // OH CH,
HO 0]
Acido monometilarsénico Acido dimetilarsinico Arsenobetaina
MMA (V) DMA (V) AsB

Fonte: propria do autor

Compostos de As (IIT) t€ém uma alta afinidade com os grupos sulfidrila em proteinas
e podem causar desativacdo de enzimas. Enquanto que As (V), devido sua semelhanca quimica
com o fosforo, pode competir com grupos fosfatos em processos celulares importantes
(BISSEN; FRIMMEL, 2003a). Assim, pesquisas envolvendo essas duas espécies do As sdo
mais comuns, visto suas elevadas toxicidades.

A diferenca nos efeitos toxicos entre as duas formas inorganicas de arsénio pode
ser explicada com base nas taxas de excre¢do e reten¢do no organismo, assim como no nimero
de enzimas afetadas. A forma mais oxidada, As (V), é relativamente menos toxica que a forma
trivalente porque sua excre¢do ocorre mais rapidamente do organismo através da urina. Por
outro lado, devido a maior afinidade de As(I1l) por grupos tidis das proteinas, esta espécie
acumula-se no figado, no masculo, no cabelo, nos 0ssos, nas unhas, na pele e, em particular,
nos leucocitos. Consequentemente, sua excrecao ocorre de maneira mais lenta, podendo causar
maiores danos ao organismo (BISSEN; FRIMMEL, 2003a; COZZOLINO, 2020).

As principais evidéncias epidemiologicas para avaliagdo de risco de iAs dietéticos
vém de populacgdes cronicamente expostas a altos niveis de As na dgua potavel em varios paises,
incluindo o sudoeste de Taiwan, Bangladesh, norte do Chile e Argentina (CUBADDA et al.,
2017). Nesses estudos, os principais sintomas descritos devido a intoxica¢do aguda por As via

oral, sdo: vbmito, secura da boca e garganta, cdibras musculares, colicas abdominais,
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formigamento nas maos e nos pés, alucinagdes, delirio, diarreia, distdrbios circulatorios e
fraqueza nervosa (BISSEN; FRIMMEL, 2003b). Além disso, casos de intoxicagao cronica por
As também sdo comuns nesses paises, 0 que tem sido relacionado principalmente ao
desenvolvimento de diabetes. Segundo os estudos, o As na forma As(OH)s € absorvido pelas
células de mamiferos por aquagliceroporinas através do canal de glicerol. Uma vez em contato
com organismo, a espécie sofre mudancgas em sua estrutura tornando-se um imitador molecular
da hexose, inibindo irreversivelmente proteinas transportadoras de glicose podendo produzir os
efeitos causadores da diabetes (C. NG, 2005). E importante ressaltar que a intoxicagdo cronica
por As pode envolver sintomas especificos, como fraqueza cronica, perda de reflexos, cansaco,
gastrite, colite, anorexia, perda de peso e queda de cabelo (BISSEN; FRIMMEL, 2003b).

Existem também evidéncias de impactos negativos no desenvolvimento fetal e
infantil e funcdo cognitiva prejudicada em criancas em idade pré-escolar por intoxicacdo por
As. Devido essa probleméatica, um olhar mais delicado, especialmente nos produtos
alimenticios para criangas, tem sido necessario dentro da industria alimenticia. No entanto,
ainda ha necessidade de mais dados que apoiem a identificacdo de relacGes dose-resposta e
tempos criticos de exposicdao (CUBADDA et al., 2017; MEDINA-PIZZALLI et al., 2018).

De uma maneira geral, no corpo humano acontece uma série de reagdes sucessivas
de reducédo e oxidagdo, bem como reacdes de metilagéo, que transformam o As inorganico para
produzir diferentes metabdlitos. A toxicidade de cada metabolito € reflexo de seu estado de
valéncia, que determina sua reatividade, meia-vida e distribuicdo no corpo (MEDINA-
PIZZALI et al., 2018). Em vista disso, espécies de As metiladas como MMA e DMA, podem
ser geradas naturalmente em mamiferos e recentemente foram relatados como mais toxicos em
algumas circunstancias do que algumas espécies de As inorganico (ANDRAHENNADI;
PICKERING, 2008). Ja foi reportado também que As inorganico € principalmente reduzido a
As (111), depois convertido em DMA por microalgas de agua doce. Os compostos DMA séo
entdo transformados em compostos trimetilarsénicos (TMA) em animais aquaticos
(SUHENDRAYATNA et al., 2002). Em organismos maiores, 0 As inorganico ¢ metilado a
acido monometilarsénico (MMA) e finalmente a acido dimetilarsinico (DMA) por um doador
de metil, S-adenosilmetionina (SAM), catalisado por metiltransferase (Dnmt1) em presenca de
glutationa (COZZOLINO, 2020). A Dnmtl ¢ responsavel pela manutengdo do estado de
metilacdo do DNA em humanos (ZHANG ef al, 2015). Possivelmente o potencial
carcinogénico do As ¢ devido a interferéncia nessa rota metabolica (MEDINA-PIZZALI et al.,

2018). E importante destacar que o conhecimento desses processos de bioacumulagio e


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Dnmt1&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Dnmt1&action=edit&redlink=1
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biotransformacgdo tanto no corpo humano como em matrizes ambientais nos ajuda a
compreender melhor os mecanismos que estdo ligados a sua ocorréncia, toxicidade e

mobilidade.

2.3  Arsénio em arroz

Segundo os dados da FAO e as estatisticas de produgdo disponibilizadas pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), a produ¢ao mundial de arroz em
casca em 2018 foi de 782,0 milhdes de toneladas. Cultivado em todos os continentes, destaca-
se em primeiro lugar o asiatico, com uma producdo equivalente a 89,9% da mundial. Nas
américas, o arroz reveste-se de grande importancia social, econdmica e compde a dieta
tradicional, situando o Brasil em 9° lugar, com uma produgao correspondente a 1,5% da mundial
(EMBRAPA).

Atrelado a grande producao e o consumo mundial do grdo, esta a preocupacao nos
padrdes de qualidade em termos de seguranca alimentar do produto e seus derivados como
farinhas, xaropes, cereais, leite de arroz, biscoitos etc., pois a facilidade que a planta tem em
acumular espécies toxicas de As ja ¢ bem conhecida (CERVEIRA et al., 2015b). Para se ter
uma ideia, s6 nos ultimos 10 anos foram mais de 2700 publica¢des envolvendo a palavra “arroz
e arsénio”, segundo a plataforma SCOPUS.

O grau de bioacumulacdo de As nas plantas estd aparentemente relacionado com a
concentracdo de As soluvel no solo, a composicao quimica do solo e as espécies de plantas
(FOWLER; JONES, 2007). Em particular, o arroz cultivado em condi¢des de inundacao
favorece uma maior solubilidade e absor¢ao de As do solo pela planta. A mobilidade de As no
arroz, por exemplo, ¢ mediado por transportadores de silicio devido sua semelhanca quimica
com 0 As (KARAGAS et al., 2019). Também devido a semelhanga quimica, o arsenato entra
nas células da raiz através de transportadores de fosfato (PUNSHON et al., 2017).

Em outros estudos sobre a mobilidade de As no tecido vegetal, mostrou-se que uma das
rotas de entrada para o contaminante na planta ¢ através do tecido que conduz agucares e
produtos metabolicos das folhas, o floema (PUNSHON et al., 2017). O transporte do floema ¢
responsavel por cerca de 90% do As (III) descarregado no grao, e por 55% do DMA. Isso pode
se dar basicamente porque as espécies organicas DMA e MMA sdo assimiladas pela raiz a uma

taxa muito mais lenta do que o As inorganico (CAREY et al., 2011).
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Os estudos sugerem ainda que As inorgénico estd concentrado na camada de farelo de
arroz enquanto o endosperma contém maiores concentracdes de DMA (SUN et al., 2008).
Verificou-se também que a concentragdo de DMA diminui durante o periodo de enchimento
(crescimento) de graos, enquanto as concentragdes de As inorganico permanecem constante,
sugerindo que foi absorvida durante o periodo de enchimento de graos (CAREY et al., 2011).
Uma vez que As estd dentro das células vegetais, come¢a entdo um mecanismo de
desintoxica¢dao que se inicia com redugdo de As (V) a As (III) através da enzima arsenato
redutase, ¢ ¢ finalizado com o As (III) sendo complexado por fitoquelatinas (peptideos
sintetizados enzimaticamente) e transportado para o vacuolo (estruturas celulares envolvidas
por membrana plasmatica) via transportadores de ATP (PUNSHON et al., 2017). Com esse
potencial da planta para bioacumulacdo, sabe-se que cerca de 60% da concentragdao de As no
grao ¢ composta das espécies mais toxicas, As (III) e As (V), enquanto que cerca de 39% esta
na forma de MMA e DMA (CUBADDA et al., 2017).

Na literatura, muitos trabalhos sobre As em arroz podem ser encontrados,
especialmente onde os solos sdo naturalmente contaminados ¢/ou onde o consumo deste cereal
¢ elevado. No Brasil, por exemplo, onde o arroz compde tradicionalmente uma grande parte da
dieta, em algumas amostras foram encontradas concentra¢des de As maiores que 0,3 mg kg™
Nesses estudos foi possivel ainda avaliar que a concentracao desse contaminante pode mudar
de acordo com a forma de processamento do arroz. Dessa forma, foram encontradas diferentes
concentragdes de As em arroz branco, branco parboilizado, integral, integral parboilizado,
parboilizado organico e branco organico (SOUZA et al., 2015). Em outro estudo feito com arroz
da Arabia Saudita, 37 marcas do grao tiveram concentragdes significativas de As com média de
0,202 mg kg! (AL-SALEH; ABDULJABBAR, 2017).

Diante do potencial risco a satide dos consumidores de arroz, as legislagdes
estabelecem limites de teores maximos de As a fim de monitorar os niveis desse elemento no
arroz. Assim, a ANVISA, através da Resolu¢cao RDC n° 487 de 26 de margo de 2021, limita o
teor de As em 0,30 mg kg™!' para esse produto alimenticio. No entanto, a propria ANVISA
reconhece que essa legislagdo ndo acompanha o cenério mundial € nem remete o real risco das
diferentes espécies do elemento. Em 2020, a ANVISA langou uma Consulta Publica embasada
no Codex Alimentarius salientando que as normativas que fixam limites maximos de As devem
se referir ao As inorganico e ndo ao teor total do elemento, uma vez que informacao cientifica
mais recente tem demonstrado que a fragdo do As que teria maiores implicagdes a satide humana

seria o inorganico. Além disso, na LXIX Reunido Ordinaria do Subgrupo de Trabalho n°. 3
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(SGT 3) do Mercosul, o Uruguai apresentou propostas visando a atualizacdo da Resolugdo
GMC n° 12, que ¢ a base da resolucdo Brasileira. Entretanto, essas discussdes ainda se
encontram em fase de consulta ptblica (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE/ANVISA., 2020).
Vale ressaltar que a ANVISA ja trata dos LMT para As inorganico em alimentos a base de
cereais para alimentacdo infantil (lactentes e criancas de primeira infancia), restringindo sua
concentra¢io em 0,15 mg kg™l

Alguns paises determinaram um padrao de qualidade do solo agricola
estabelecendo limites de concentragdo de As consideradas seguras. No entanto, esses limites
diferem um pouco entre os paises. A Tailandia ¢ um dos mais rigorosos, recomendando
concentragio maxima de 3,9 mg kg™! As, enquanto que nos EUA e Japdo os limites sdo de 20
mg kg! As e 15 mg kg'! As, respectivamente (PUNSHON et al., 2017).

Dessa forma, espera-se que essas possiveis mudancas tragam mais confiabilidade a
respeito da seguranga alimentar do arroz e de seus derivados, e que a legislagdo brasileira tenha

um embasamento mais critico e atualizado quanto as contribui¢des da comunidade cientifica.

2.4  Arsénio em camario

Com o rapido desenvolvimento industrial, a contamina¢do por As em dgua do mar
costeira tornou-se mais grave nos paises em desenvolvimento nos ultimos anos e, portanto,
resultou em um maior nivel de As em frutos do mar, pois esses organismos tém facilidade em
bioacumular esse elemento em diferentes formas, sejam elas orgénicas ou inorganicas (LIN et
al.,2020). Devido a habilidade de acumular metais e metaloides, os frutos do mar sdo chamados
de biomonitores, € inimeras investigagcdes foram realizadas em todo o mundo sobre o processo
de bioacamulagdo e o potencial risco a satde das pessoas que se alimentam dessas fontes
(CHAN et al., 2021).

Em estudos pioneiros, verificou-se que temperatura, salinidade, concentragao de As
dissolvido e tamanho do animal tém influéncia significativa para a bioacumulacao de As em
frutos do mar, incluindo camarao. No mesmo trabalho, constatou-se também que o acimulo de
1As da 4agua pelo camardo parece ser um processo lento (FOWLER, 1978). Recentemente,
reportou-se que sexo, idade do animal, estilo de vida, hébitos alimentares, condig¢des
fisiologicas, e fatores abioticos, ou seja, pH e oxigénio dissolvido também influenciam nesse
processo (LEBEPE et al., 2020).

Existe uma certa dificuldade em relacionar a bioacumulacdo de As pelo camario

com seus habitos alimentares devido a falta de informag¢des sobre a forma como os animais
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percebem, capturam, ingerem e assimilam o alimento (BARROS; C. VALENTI, 1997). Os
dados até entdo conhecidos sdo basicamente de estudos em animais de cativeiro, e isso pode
tornar os resultados tendenciosos. No entanto, as pesquisas sugerem que o crustaceo se alimenta
principalmente de fitoplanctons. Além disso, estudos anatdomicos indicam que o camarao pode
ser um pastor eficaz, podendo sua dieta basear-se também na vegetagdo marinha. (LEE;
OMORI; PECK, 1992).

Em algas, os niveis de As sao geralmente cerca de 1.000 a 10.000 vezes maior do que
na dgua do mar com niveis variando entre espécies de algas. Uma vez que o camarao esta em
equilibrio no ambiente constituidos por bactérias (que também bioacumulam As), algas e agua
contaminada, a acumulag¢ao de diferentes espécies do metaloide se perpetua ao longo da cadeia
alimentar (BORAK; HOSGOOD, 2007). Apoés a ingestdo e absor¢do, o iAs ¢ transformado por
uma série de etapas metabolicas envolvendo a reducao sequencial de espécies pentavalentes de
As para suas formas trivalentes correspondentes, seguida pela adicdo oxidativa de um grupo
metil (HUGHES; KENYON, 1998). O principal objetivo desse mecanismo ¢ transformar as
espécies inorganicas, que sdo mais toxicas, em compostos menos toxicos (TAYLOR et al.,
2017).

Ao contrario do que se espera, o nivel de As se distribui de forma variada no corpo
do animal, de maneira que compostos inorganicos € DMA sdo encontrados quase
exclusivamente nas visceras (estdmago; intestinos; figado; coracdo; branquias), enquanto o
conteldo de As do musculo constitui-se praticamente (cerca de 90%) de AsB (BORAK;
HOSGOOD, 2007). Essa maior quantidade de As organico comparado ao iAs se deve
basicamente porque, diferentemente das plantas que podem absorver quantidades substanciais
de 1As em suas porgdes comestiveis, os animais metabolizam e excretam o excesso de 1As e,
portanto, alimentos de origem animal geralmente ndo incorporam grandes quantidades de 1As
(CUBADDA et al., 2017).

De forma geral, ja foi demonstrado que os frutos do mar podem conter entre 1,0 e
100 mg kg! de As (FOWLER, 1978). O camario, por exemplo, ja foi reportado teores de As
de 4,84 mg kg'! (DA SILVA et al,, 2019); 7,4 + 0,2 mg kg™! (YANG et al., 2009) e entre 17,13
e 29,25 mg kg! (KAYA; TURKOGLU, 2017). Vale ressaltar que cada uma das matrizes de
interesse analitico apresenta suas particularidades quanto ao teor de diferentes espécies de As.

Resultados preocupantes também foram encontrados em analises feitas apos o

rompimento da barragem Samarco da cidade mineira de Mariana. No relatorio feito pelo
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Instituto Chico Mendes de Conservagdao da Biodiversidade (ICMBio), foram relatadas
concentragdes de As total em camario que variam de 19,3 a 51,4 mg kg™! (BIANCHINI, 2016).

O monitoramento do contaminante nessa matriz, em especial o camarao, se torna
de extrema importancia para a industria, pois o Brasil ¢ um grande produtor e consumidor do
crustaceo, seja de cativeiro ou de origem selvagem, devido seu elevado teor nutricional. Para
se ter uma ideia, segundo a Associagdo Brasileira de Criadores de Camardo (ABCC), o Brasil
produziu 112 mil toneladas de camardao em 2020 ¢ 90 mil toneladas em 2019. Os destaques
ficaram com os Estados do Rio Grande do Norte e Ceara, com 34,8% e 33,2%, respectivamente,
do volume total nacional segundo os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE).

Embora nos frutos do mar seja relatado baixas concentragdes das espécies
inorganicas de As, espécies mais toxicas, o trabalho de especiacdo quimica se torna importante
nesse tipo de alimento devido a essas espécies apresentarem alta toxicidade mesmo em baixos
niveis.

A ANVISA, através da Resolugao RDC n°® 487 de 26 de margo de 2021, estabelece
os limites de tolerancia de As em alimentos. Para crustaceos, esse limite é de 1,00 mg kg™!. No
entanto, essa legislagdio nao leva em consideragdo a analise de especiacdo quimica, ndo
remetendo o real risco que o teor de diferentes espécies de As pode causar aos consumidores.
Dessa forma, o monitoramento das diferentes formas em que o As se apresenta nessa matriz €

uma maneira de contornar tal problematica e garantir a seguranca alimentar dos consumidores.

2.5 Meétodos nao-cromatograficos de analise quimica

Diversas espécies e técnicas de deteccdo de As vem sendo estudadas, especialmente
em matrizes biologicas (KOLYA; HASHITSUME; KANG, 2021). Como as técnicas de
deteccao disponiveis ainda ndo conseguem quantificar diretamente as diferentes formas
quimicas de um elemento em baixas concentragdes, isso exige uma etapa de separacao
previamente a detec¢do. No caso das espécies de As, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, do inglés High Pressure Liquid Chromatography) ¢ o método de separagdo mais
utilizado. Devido a baixa concentragao das espécies quimicas de As, HPLC é comumente
hifenado com Espectrometria de Massa com Plasma Acoplado Indutivamente (HPLC-ICP-MS)
na andlise de especiacdo quimica. Deve-se salientar que apesar do HPLC-ICP-MS ser capaz de

proporcionar a analise de diversas espécies de As, por outro lado € uma técnica de custo elevado
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e de dificil operagdo, o que torna pouco viavel sua utilizagdo em laboratérios de rotina. Além
disso, na etapa de separagdo cromatografica das espécies quimicas, pode ocorrer sobreposi¢ao
de picos de espécies quimicas de As que talvez nao tenham ainda sido identificadas, tornando
a comparacgao dos tempos de retengdo das espécies da amostra com as de padrdoes um método
nao muito confiavel (COLLINS; BRAGA; PIERINA, 1997). Outra desvantagem da separacao
cromatografica ¢ a necessidade de elevados volumes de solventes organicos, além do longo
caminho analitico que dilui o analito podendo comprometer sua detecgao.

Contudo, como as espécies mais toxicas de As sdo as inorganicas, para o
monitoramento de seguranga alimentar, por exemplo, a analise apenas dessas espécies € o
suficiente. Dessa maneira, estudos vém sendo realizados para o desenvolvimento de métodos
mais simples, que analisam apenas as espécies mais toxicas de As (As inorganico), que
dispensam a etapa de separacdo cromatografica e empregam métodos de detec¢dao mais simples
e de menor custo comparado a HPLC-ICP-MS (KOLYA; HASHITSUME; KANG, 2021). Isso
torna mais vidvel a implementagdo da andlise de As inorganico em laboratorios de rotina
(COLLINS; BRAGA; PIERINA, 1997).

A exemplo disso tem-se a geracdo de hidretos associada a espectrometria de
absorc¢ao atomica (HG-AAS) que é comumente utilizada na especiacdo de As inorganico em
diferentes matrizes alimenticias (CERVEIRA et al., 2015b; XIE et al., 2007). E uma técnica
que se baseia na transformagdo das espécies de As presentes na amostra para uma forma mais
volatil, a arsina (AsH3), através de um redutor forte como o borohidreto de sodio estabilizado
com hidréxido de sédio. Tal reacdo ¢ fortemente dependente do pH do meio, dessa forma ¢
comumente utilizado &cido cloridrico para deixar o meio favordvel a reacdo. Com essa técnica
¢ possivel obter resultados semelhantes aos obtidos por cromatografia como o reportado por
Musil et al., (2014) quando utilizou a HG em amostras de urina.

Mesmo com essas vantagens, a geracdo de hidretos pode apresentar algumas
problemadticas, pois a anélise ¢ morosa, requer um volume grande de reagentes, bem como o
reagente borohidreto de so6dio tem custo elevado e ¢ instavel, sua solugcdo deve ser preparada
pouco antes da andlise. Ainda, a vida util da tubulag¢do utilizada para carrear a arsina ao
atomizador ndo ¢ muito longa devido a mistura reacional (MUSIL; RAAB; KRUPP, 2014).

Diante disso, métodos cada vez mais rapidos, reprodutiveis, econdmicos, com bons
limites de quantificagdo e deteccdo e que atenda aos principios da quimica verde tem sido
estudados para identificacdo, quantificacdo e monitoramento de As em matrizes alimenticias e

ambientais. Dessa forma, estudos recentes tém mostrado que a nanotecnologia é promissora
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para o desenvolvimento de analise de especiacdo elementar, uma vez que € possivel utiliza-la
desde a etapa de preparo de amostra até a quantificacao da espécie de As (RATNARATHORN;
CHAILAPAKUL; DUNGCHALI 2015; SANGAONKAR et al., 2020).

2.6 O desenvolvimento da nanotecnologia

A primeira mencao a nanotecnologia ¢ creditada a Richard Feynman quando, numa
classica palestra que ministrou em 29 de dezembro de 1959 na reunido anual da American
Physical Society no California Institute of Technology (Caltech), falou sobre as possibilidades
da manipula¢ao da matéria numa escala atomica.

Intitulada de “There is Plenty of Room at the Bottom™, a palestra levantou questdes
importantes sobre as novas possibilidades da ciéncia. Feynman descreve esse novo campo como
diferente dos até entdo conhecidos pela fisica classica, no entanto assemelha-se com a fisica do
estado solido. O cientista comenta ainda que se pode esperar “fendmenos estranhos” nessas
situagdes complexas.

O palestrante discutiu que, mesmo sendo numa escala muito pequena, as células
carregam diversas informacdes e realizam atividades especificas no corpo humano. A
possibilidade de se fazer o mesmo com atomos o instigou a acreditar em um avango tecnoldgico
a partir da miniaturizagdo desse tipo de informagao.

O apice de sua palestra ¢ quando Feynman pergunta a plateia “Por que ndo podemos
escrever os 24 volumes inteiros da Enciclopédia Britanica na cabeca de um alfinete?”. Mais
tarde suas indagagdes se tornariam realidade revolucionando a area da informatica, fisica,
quimica etc.

Hoje sabe-se que os materiais numa escala nanométrica podem adquirir proprieda-
des diferentes daquelas observadas numa escala macro e que a nanotecnologia ¢ muito mais do
que diminuir o tamanho - ela ¢é, sobretudo, explorar os fendmenos e as propriedades que a ma-
téria apresenta na nanoescala (FILGUEIRAS, 2008). Por exemplo, um metal condutor de ele-
tricidade pode se tornar um isolante, ou ainda um material magnético pode deixar de se com-
portar como um ima. Esses materiais podem ainda ter suas propriedades como cor, dureza e
reatividade alteradas. Dessa forma, a nanotecnologia busca se aproveitar destas novas proprie-
dades que surgem na escala nanométrica para desenvolver produtos e dispositivos para diferen-
tes tipos de aplicagdes tecnoldgicas (MELO; PIMENTA, 2004), tais como: produgdo, armaze-
nagem e conversao de energia; aumento da produtividade agricola; remediagao e tratamento da

agua; mapeamento e diagnostico de doencas; sistemas para liberacao de drogas; armazenagem
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e processamento de alimentos; controle e remediacdo dos efeitos da poluicao do ar; deteccdo e
controle de pragas e seus vetores (TOMA, 2005). Assim, a nanotecnologia pode ser definida
como a habilidade de manipular atomos e moléculas individualmente para produzir materiais
nanoestruturados e micro objetos com aplicagdes praticas (Miller, 2005). Ou ainda, aplicagao
do conhecimento cientifico para medir, criar, padronizar, manipular, utilizar ou incorporar ma-
teriais € componentes em “nanoescala” (RAMSDEN, 2016).

Devido as propriedades unicas adquiridas por esses materiais em escala
nanométrica, sua utilizagdo ganhou destaque na quimica analitica passando a ser aplicados em
diferentes etapas do processo analitico, incluindo amostragem e preparo de amostra, separacao

e detec¢do de analitos (BUYUKTIRYAKI1; KECILI; HUSSAIN, 2020).

2.7  Nanoparticulas na quimica analitica

Com tamanhos variando entre 1 ¢ 100 nm em uma de suas dimensdes, nanoparticu-
las tém sido usadas para melhorar as aplicagdes inovadoras na preparagdo de amostras, separa-
¢do e deteccdo de analitos em quimica analitica uma vez que suas propriedades podem garantir
estabilidade e seletividade em andlises quimicas devido sua versatilidade de interagdo com ou-
tros materiais atraveés de ligagoes de hidrogénio, forcas de dispersdo e interagdes hidrofobicas
(BUYUKTIRYAKI1; KECILI; HUSSAIN, 2020).

A nanotecnologia também tem sido aplicada como uma forma de monitoramento e
remedicdo quimica de poluentes ambientais utilizando nanosensores opticos (YADAV et al.,
2021). Além de serem altamente confidveis, podem identificar concentragdes de poluentes em
nivel ultra traco e aumentar a resposta do sinal analitico, sendo muitas vezes métodos mais
baratos e reprodutiveis do que os convencionais (YADAV et al., 2021; ZHANG et al., 2019).

Tratando-se de técnicas de identificagdo de As em amostras reais, 0s nanosensores
podem ser uma alternativa aos métodos baseados em espectroscopia atdmica como espectro-
metria de absorcao atdmica (AAS), espectrometria de fluorescéncia atomica (AFS), espectro-
metria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (ZHANG et al.,, 2019).

Aplicagdes com essa finalidade ja sdo conhecidas na literatura. Em um desses tra-
balhos (MOGHIMI; MOHAPATRA; LEUNG, 2015), cientistas estudaram nanoparticulas bi-
metalicas de FePt, FeAu, FePd e AuPt depositadas eletroquimicamente no substrato de Si, onde

suas propriedades eletroquimicas sdo estudadas para detec¢ao de As (III) através de voltametria
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de stripping anddica. Nesse estudo, as nanoparticulas de FePt apresentaram limites de detec¢ao
de 1,2 ppb e sensibilidade de 1,23 pA ppb™! em amostras de 4gua potavel.

Em outro trabalho (MORITA; KANEKO, 2006) um método sensivel para a deter-
minacdo em niveis de ppb (Limite de decgdo = 0,5 pg L) de As em 4agua foi desenvolvido
usando nanoparticulas de violeta de etila com um complexo de tetracloreto de isopolimolibdato-
iodo, que fornece uma sonda sensivel para molibdoarsenato. O estudo ganha destaque porque
a cor da solucao muda conforme a concentragao de arsénio.

Nesse cendrio de analise quimica ¢ comum a sintese de nanoparticulas utilizando a
prata (Ag) e o ouro (Au), no entanto nanoparticulas de Ag sdo mais frequentemente empregadas
devido ao seu baixo custo, alta constante dielétrica, estabilidade térmica e boa condutividade
(DAOUDI et al., 2021; FECHINE, 2020). Além disso, as nanoparticulas de Ag podem ser fa-
cilmente funcionalizadas para prevenir a oxidagdo superficial, o que aumenta sua estabilidade
e amplia a sua aplicabilidade como sensores (XAVIER et al., 2014).

Uma vez que as nanoparticulas se agregam devido as forgas de interagdes com ions
de metais e metaloides, pode ocorrer a mudanca da cor original das nanoparticulas. Esta mu-
danca de cor ¢ o principio bésico da detecgdo colorimétrica desses ions (BORUAH; DAIMARI;
BISWAS, 2019) e tem sido proposto na literatura como um método de baixo custo e rapido na
identificacdo de contaminantes como Hg (II) (SANGAONKAR et al, 2020), As (III)
(BORUAH; DAIMARI; BISWAS, 2019) ¢ Pb (II) (RATNARATHORN; CHAILAPAKUL,;
DUNGCHALI 2015).

2.8  Nanoparticulas de prata (AgNPs)

A sintese de nanoparticulas a partir de metais nobres tem sido objeto de estudo nas
ultimas décadas. A versatilidade que esses materiais apresentam, bem como a facilidade de
manipular suas propriedades especificas por meio de pequenas alteragdes, levou a um grande
movimento na explora¢do de pesquisas de nanoparticulas, aumentando a sua aplicagdo em
diversas areas (ARVIZO et al., 2012).

Para se ter uma ideia, de acordo com a plataforma SCOPUS, nos ltimos dez anos
(2013 - fevereiro de 2022) cerca de 297 periddicos foram publicados quando se busca pelas
palavras “especiagdo quimica e nanoparticulas”. Esse nimero sobe para mais de 558.790
quando se busca somente pela palavra “nanoparticulas”. Percebe-se um crescente interesse na

area nos ultimos anos. Pois, enquanto que em 2013 teve-se um total de quase 32.000
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publicagdes, em 2020 esse indice alcancou 55.496. Esses dados podem ser consultados na

Figura 2.

Figura 2 - Periddicos publicados nos ultimos 10 anos sobre nanoparticulas segundo a
plataforma SCOPUS
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Fonte: propria do autor

Os periodicos se dividem em diversas areas de concentracdo, ganhando destaque
nos ultimos 10 anos a Ciéncia de materiais (257.742), Quimica (226.639), Fisica e Astronomia
(159.545), Engenharia (156.425) e Engenharia quimica (148.043) conforme pode ser

consultado na Figura 3.
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Figura 3 - Total de periddicos publicados por area de concentragao nos tltimos 10 anos
sobre nanoparticulas, segundo a plataforma SCOPUS.
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Dentre os metais nobres, Ag, Au e Pt tem sido os mais reportados para a produgdo
de nanoparticulas nessas diversas areas de interesse, tendo a Ag destaque quanto ao custo de
producao e suas propriedades Opticas e antibacterianas (ARVIZO et al., 2012; DAOUDI et al.,
2021).

As propriedades quimicas e fisicas, assim como o tamanho e a morfologia das
AgNPs, sao fortemente influenciadas pelas condi¢des experimentais (FECHINE, 2020). Em se
tratando das AgNPs, elas sdo mais comumente sintetizadas via reducdo quimica, no qual ¢
possivel utilizar um redutor forte como o NaBH4. No entanto, esse tipo de redutor produz
nanoparticulas com tamanhos de dificil controle. Dessa forma, o uso de redutores fracos como
o citrato ¢ preferivel, uma vez que a reducdo ocorre mais lentamente e particulas mais
polidispersas sdo obtidas (ARVIZO et al., 2012; FECHINE, 2020).

Com objetivo de evitar agregacao das AgNPs, ¢ empregado agentes estabilizadores.
Esses agentes aumentam a estabilidade das AgNPs por meio de um capeamento em sua
superficie. Exemplos desses estabilizantes sdo polissacarideos, polimeros etc. (FECHINE,
2020). Essa estabiliza¢do ocorre de maneira eletrostatica na superficie do material. No caso do
PEG (Polietilenoglicol), os grupos terminais -H e -OH interagem com os ions de metais e
metaloides de maneira perpendicular a superficie das nanoparticulas (BORUAH; DAIMARI;
BISWAS, 2019).
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Uma vez que o potencial padrao de redugdo (E°) da Ag ¢ baixo (Equagdo 1), ¢
necessaria uma temperatura proxima a temperatura de ebulicdo da dgua para a formagdo das
AgNPs, sendo a redugao evidenciada pela mudancga da coloragdo da solug¢ao do incolor para o
amarelo, ap6s a adigdao do agente redutor.

Ag'+e D Ags E°=0,7993V Eq 1

Essa cor caracteristica da solugdo ¢ proveniente de um fendmeno chamado
ressonancia plasmoénica de superficie (“surface plasmon resonance”, SPR). Sendo definida
como ondas que se propagam ao longo da superficie de um condutor. Estas ondas se prendem
a superficie do condutor devido interagdes com seus elétrons livres. Nesta interagdo, esses
elétrons respondem coletivamente, oscilando em ressonancia com a onda de luz (BARNES;
DEREUX; EBBESEN, 2003). Quando as nanoparticulas metalicas sdo expostas a luz, essa
nuvem eletronica ¢ deslocada coerentemente de sua posi¢do de equilibrio, dando origem a
cargas positivas. Uma vez que isso ocorre, devido ao ambiente positivo do ntcleo atdmico, uma
separacdo de cargas acontece. Dessa forma, surge uma forga restauradora que puxa os elétrons
de volta, dando origem a banda plasménica com maximo de absorbancia, no caso das AgNPs,

em aproximadamente 420 nm do espectro UV-Vis, conforme mostrado na Figura 4

(AMENDOLA et al., 2017).

Figura 4 - (a) Superficie plasmonica de ressonancia em nanoparticulas metalicas; (b) banda
plasmonica observada em AgNPs.
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Fonte: (FECHINE, 2020)

2.9  Espectrofotometria de absorciao molecular na regido do UV-Vis

A espectrofotometria de absor¢do molecular na regido ultravioleta e visivel ¢ a
técnica baseada na atenuagdo da medi¢do da radiacdo eletromagnética por uma substancia

absorvente (BRIAN M., 2012). A absorcao dessa radiacdo por essa substancias acontece na
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faixa de comprimento de onda entre 180 e 780 nm e resulta das interagdes entre fotons e elétrons
que estdo participando diretamente da formag¢ao de uma ligagdo quimica (SKOOG et al., 2017).

A absor¢ao de luz depende de alguns fatores tais como a concentragao do analito e
a largura da cubeta ou caminho optico. Quanto maior for a concentracao do analito e o caminho
optico, maior a quantidade de luz absorvida pela amostra, em outras palavras maior a “barreira”
que a luz deverd atravessar.

Assim, relacionando a quantidade de luz absorvida com o comprimento de onda,
pode-se obter tanto as informagdes qualitativas como quantitativas sobre o analito, uma vez que
cada espécie molecular ¢ capaz de absorver suas proprias frequéncias caracteristicas da radia¢ao
eletromagnética (SKOOG et al., 2017).

Essa técnica ¢ utilizada principalmente para analises quantitativas e ¢
provavelmente aplicada nos laboratorios quimicos e clinicos ao redor do mundo mais que
qualquer outro método, além de ser uma das técnicas analiticas de caracterizagdo mais utilizada
devido ao seu baixo custo e facil operagdo (BRIAN M., 2012; SKOOG et al., 2017).

A Figura 5 mostra o esquema de como acontece a interacdo da luz com a matéria
em uma andlise quimica utilizando espectrofotometria de absor¢ao molecular na regido do UV-
Vis. A radiacdo que incide na amostra (Po) é sempre maior que a que chega ao detector (P), pois
uma parte dela foi absorvida pela amostra. Dessa forma, a medida que a concentracao do analito
aumenta, a absorcdo da luz aumenta na mesma intensidade. Assim, € possivel relacionar a
quantidade de luz absorvida com a concentragdo do analito. Isso € feito através da lei de

({2l

Lambert-Beer interpretada pela equacdo: A = a.b.c. Onde “A” ¢é absorbancia, “a” ¢ a

[IPN4]

absortividade molar, “b” o caminho 6ptico percorrido pela luz na cubeta, e “c” a concentragao

das espécies absorventes (BEATY; KERBER, 1993).

Figura 5 - Esquema de um espectrofotometro UV-Vis. (a) fonte de luz, (b) colimador, (¢)
prisma ou rede de difragdo, (d) fenda seletora (e) cubeta contendo a amostra, (f) detector, (g)
leitor.
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Fonte: Propria do autor
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3 OBJETIVO

3.1  Objetivo geral

Desenvolver método de andlise de arsénio inorganico em amostras de camarao e
arroz por espectrofotometria de absorcdo molecular na regido do UV-Vis utilizando

nanoparticulas de prata como nanosensores quimicos.

3.2 Objetivos especificos

» Estudar metodologia para a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) funcionalizadas

com polietileno glicol (PEG20) e citrato de sodio;
» Caracterizar as AgNPs sintetizadas;

» Estudar as condicdes experimentais para a utilizacdo das AgNPs para analise de arsénio
inorganico (1As) em amostras de arroz e frutos do mar utilizando espectrofotometria de

absor¢ao molecular na regido do UV-VIS;
* Determinar as figuras de mérito do método de analise desenvolvido;

» Aplicar o método analitico proposto para analise de iAs em amostras de camarao e arroz
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostras e reagentes

Amostras frescas de camardo selvagem (Farfantepenaeus brasiliensis) foram
obtidas no comércio de Fortaleza-Ce em janeiro de 2019. As amostras foram armazenadas em
sacos plastico e congeladas a -4°C até o momento da analise. Para secagem, as amostras foram
congeladas em nitrogénio liquido e secas em liofilizador modelo Liobras L 108 (Sao Carlos, SP,
Brasil). A moagem foi realizada usando moedor de café equipado com laminas de ago
inoxidéavel e as amostras armazenadas em tubos Falcon devidamente descontaminados. A fim
de evitar contaminagdo da amostra proveniente do equipamento, uma pequena por¢ao da
amostra de camardo foi moida e descartada antes da moagem da amostra a ser utilizada para
analise.

As amostras de arroz foram gentilmente fornecidas pelo professor Abdullah A.
Akhdhar da Universidade de Jeddah (Arabia Saudita) em sacos plasticos hermeticamente
fechados. Em seguida, elas foram moidas em liquidificador e macerada usando almofariz e
pistilo. Vale ressaltar que, assim como na etapa de moagem do camarao, procedeu-se com uma
etapa prévia de moagem com uma subamostra de sacrificio com o mesmo objetivo de evitar
contaminagao.

Para verificar a veracidade das andlises de As total e As inorganico nas amostras de
arroz, material de referéncia de arroz integral (CRM-Agro C1001a) e material de referéncia
certificado de farinha de arroz (SRM 1568b-NIST) foram utilizados. J& para as amostras de
camardo, a veracidade foi testada a partir da comparagao de andlises feitas por outros trabalhos
j& publicados e desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa quando se utilizou de outras
técnicas.

Todas as solugdes foram preparadas usando agua ultrapura (18.2 MQ cm de
resistividade) obtida de um sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).
Toda a vidraria utilizada nos experimentos foram descontaminados em banho de &cido nitrico
(HNOs) 10 % v v'! por 24h, e enxaguados com 4gua ultrapura.

Solugio de concentragdo 1000 mg L' As (Acros Organics, Belgium), arsenito de
sodio (As(IIT)) > 95% m m! (Sigma Aldrich, Germany) e arsenato de potassio monobasico
(As(V))>90% m m! (Sigma Aldrich, Germany) foram usadas para preparar as solu¢des padrio
de As. Acido nitrico (Vetec) 2% m m" foi utilizado para a extra¢io de iAs das amostras de arroz

€ camarao.
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Nitrato de prata (Sigma Aldrich, Germany), polietilinoglicol (PEG200) (Sigma Al-
drich) e citrato de sodio (Sigma Aldrich, Germany) foram utilizados para sintetizar as nanopar-
ticulas.

4.2 Instrumentacio

Bloco digestor Tecnal TE-007D (Piracicaba, Sao Paulo, Brazil) foi utilizado para
solubilizacdo da amostra de arroz para determinagdo de As total e extracdo das espécies
inorganicas de As das amostras de arroz e camardo. Chapa aquecedora foi empregada para
aquecimento e agitacdo durante a sintese das AgNPs.

Espectrofotometro de absor¢do molecular UV-Vis, Shimadzu UV-2600 (China),
equipado com Lampada de Deutério (160-380 nm) e Lampada de halogénio 50 w (380-780 nm)
e cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico foram utilizados para as medidas das amostras
numa faixa de comprimento de onda de 250 a 650 nm. Potencial Zeta ({) ¢ espalhamento
dindmico de luz (DLS) das AgNPs em solucdo coloidal foi mensurado usando um Malvern

Zetasizer NS 3601 a 25 °C.

4.3  Sintese das nanoparticulas de prata

A metodologia de sintese das AgNPs representada na Figura 6 foi baseada no
trabalho de Boruah e colaboradores (BORUAH; DAIMARI; BISWAS, 2019). Pesou-se
aproximadamente 8,0 mg de AgNOs; que foi diluida para 50 mL em baldo volumétrico.
Posteriormente, a essa solucao foi adicionado 5,0 mL de PEG2¢o e essa mistura foi submetida a
aquecimento e agitagdo em béquer até ebuli¢do. Posteriormente, ainda em aquecimento e
agitacdo, adicionou-se 4 mL de uma solucdo citrato de sédio 1% m v'!, sendo finalizado o
processo com a mudanca de cor da solucao de incolor para amarelo claro. A solugdo foi entao
deixada em repouso até atingir temperatura ambiente. O pH da solucdo foi verificado sendo 5,5

o pH original, tendo boa estabilizagao da cor.
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Figura 6 - Representagdo esquematica da sintese das AgNPs
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4.4  Preparo de amostra para determinacio de As total

Para solubilizar as amostras de arroz, pesou-se aproximadamente 250 mg de
amostra em tubos de Teflon® de 50 mLcom tampa e adicionou-se 5,0 mL HNO; 65% m/m. A
mistura foi entdo levada para aquecimento em bloco digestor a 120 °C por 3h. A solugdo foi
filtrada em filtro de resina de celulose (0,45 pm) e o volume ajustado com agua ultrapura para
15 mL em tubo falcon. O teor de As foi quantificado pelo método proposto neste trabalho e os
resultados foram comparados com os obtidos pelo nosso grupo de pesquisa quando se utilizou

ICP-MS como técnica de detecgao.

4.5 [Extracio de As inorganico

O preparo de amostra para extragdo das espécies inorganicas de As foi baseado no
trabalho de Da Silva et al., (2021). Cerca de 250 mg de amostra de camarao e de arroz foram
pesados e levados para tubo de vidro boro silicato de 75 mL. Em seguida, a esse tubo adicionou-

se 10 mL de HNO3 2% v v'!. A mistura foi entdo aquecida em um bloco digestor por 1 h a 90
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°C. Apds essa etapa, o extrato foi diluido para 20 mL com 4gua ultrapura e filtrado em filtro de

resina de celulose (0,45 um).

4.6 Aplicacio dasAgNPs como plataforma de sensoriamento na analise de As
inorganico

Para analise de iAs pela metodologia proposta neste trabalho, 1,0 mL do extrato ou
do digerido das amostras de arroz foi adicionado a 2,0 mL de AgNPs em tubos falcon,
transferidos para cubeta de quartzo e analisados. Para as amostras de camardo, devido a
coloracdo alaranjada das solugdes, foi necessario diluir 10 vezes antes de misturar com as
AgNPs. A medida de absorbancia foi realizada na mistura amostra mais AgNPs por
espectrofotometria molecular na regido do UV-Vis na faixa de comprimento de onda de 250-
650 nm. A Figura 7 representa o esquema da andlise de 1As. Os resultados obtidos para as
amostras de arroz e camardo foram comparados com os resultados obtidos por HPLC-ICP-MS

das mesmas amostras em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa.

Figura 7 - Metodologia de aplicacdo dasAgNPs como plataforma de sensoriamento de As
inorganico em amostras reais
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4.7  Avaliacio das figuras de mérito

Para verificar a veracidade dos resultados de concentracao de As, material de
referéncia de arroz (CRM-Agro C1001a) e material de referéncia certificado de farinha de arroz

(SRM 1568b-NIST) foram analisados pelo método proposto no presente trabalho. Para avaliar
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a veracidade dos resultados de As inorganico, utilizou-se a comparagao com HPLC-ICP-MS e
o método proposto por Da Silva et al., (2021). Determinou-se também os limites de
quantificagdo e deteccdo, linearidade, precisdo e seletividade do método utilizando testes
estatisticos.

Para a construgdo da curva de calibragdo, solu¢des de As (III) foram preparadas a
partir de uma solugdo padrdo 1000 mg L™ As (III). A concentragdo dessas solugdes variou na
faixa de 1,0 a 15 ug L' e suas absorbancias foram medidas por espectrofotometria de absor¢io

molecular na regido do UV-Vis nos comprimentos de onda de 412 e 600 nm.

4,7.1 Analise de contaminantes

A fim de verificar a seletividade das AgNPs para identificagdo de As, realizou-se
analise de As pelo método proposto na presenca de possiveis contaminantes. Para isso,
preparou-se solugdes padrao de Al, Cd, Zn, Fe, Se e Mn, espécies comumente encontradas em
matrizes biologicas. Em seguida, adicionou-se separadamente 10 pg L das solugdes de cada
espéciec a 2,0 mL de AgNPs. Essa solugdo foi levada para a cubeta e analisada por
espectrofotometria UV-VIS na faixa de 250 a 650 nm, onde o comportamento das curvas de

varredura foram comparadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Formacao das AgNPs

A formacao das nanoparticulas ¢ inicialmente indicada pela mudanga de cor da so-
lugdo ap6s a adigdo de citrato de sodio & mistura AgNO3 Immol L' e PEG200 em aquecimento
e agitacdo. Os fons Ag" sdo reduzidos pela adi¢do de citrato formando nanoparticulas funcio-
nalizadas com PEGazoo, esse material estd estabilizado em solugdo coloidal utilizando o citrato
como contra-ion.

No espectro UV-Vis, a formacdo da AgNPs ¢ evidenciada pelo surgimento da banda
plasmonica com maximo de absorbancia em 412 nm, conforme pode ser observado na curva
AgNPs da Figura 8. Na Figura 8 também foram plotadas as curvas referentes aos espectros da
solucdo de AgNO; (curva Ag) e da solugao de AgNO3 misturada com PEGago (curva Ag + PEG),
que também foram submetidas aos processos de agitacdo e aquecimento mas sem a adi¢dao do
citrato de sddio, para efeito de comparacdo. Conforme o exposto, as AgNPs s6 se formam apos

a adicao do redutor sob aquecimento e agitacao.
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Figura 8 — Espectro da solugdo contendoAgNPs em espectrofotdmetro de absor¢do molecular
na regiao UV-Vis.
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Fonte: propria do autor

A literatura vem reportando uso de PEG na sintese de nanoparticulas devido este
ser um biopolimero de baixo impacto ambiental e ja utilizado nas industrias farmacéutica e
biomédica (STIUFIUC et al., 2013). Além disso, sistemas micelares envolvendo surfactantes
tém sido comumente usados como uma forma de melhorar o sinal analitico em métodos que
empregam espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do UV-Vis como técnica de
detec¢do. Em tais sistemas, a adicdo de um surfactante pode levar a redu¢do do pH em que o
complexo ¢ formado, muda as bandas de absor¢do para regido do vermelho e aumenta a
absortividade molar ou intensidade de fluorescéncia (GARCIA; SANZ-MEDEL, 1986;
ROCHA; TEIXEIRA, 2004).

A adicdo de citrato de sddio no procedimento de formacao das AgNPs tem a fungdo
de reduzir os ions Ag", visto que apresenta baixo potencial padrdo de redugio: E° = - 0,180V
(VAN HOONACKER; ENGLEBIENNE, 2006). Dessa forma ¢ possivel controlar o tamanho

da nanoparticula e obter particulas mais polidispersas.
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Na Figura 9 ¢ apresentado o esquema representativo da formagdo das AgNPs
sintetizadas no presente trabalho, onde os ions Ag” se aderem a superficie do polimero na etapa

de funcionalizagao e em seguida sdo reduzidos pelo citrato de s6dio a Ag°.

Figura 9 - Esquema representativo da formagdo das AgNPs funcionalizadas com PEG2oo

utilizando citrato de sddio como agente redutor.
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Fonte: propria do autor

Além de avaliar a influéncia do PEG na sintese das AgNPs, verificou-se também a
possibilidade da formacdo das AgNPs quando ¢ utilizado apenas o citrato de so6dio, uma vez
que ja foi reportado que o citrato pode agir como agente funcionalizante (FECHINE, 2020).
Embora tenha sido observado a formagdo das nanoparticulas quando usou-se apenas citrato de
sodio, caracterizada pela formagdo da banda plasmodnica, essas ndo tiveram as caracteristicas
desejadas para a finalidade do presente trabalho, pois ndo houve alteragao significativa da banda
plasmonica com a presenca de As, conforme mostrado na Figura 10. Na curva “Ag+citrato+As”

adicionou-se 10 ug L' de As(III) a solugdo contendo AgNPs sintetizadas apenas com citrato.
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Figura 10 - Avaliacdo da formagdo e resposta da nanoparticula utilizando citrato como agente

funcionalizante sem adicao de PEGazoo.
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5.2  Caracterizaciao das AgNPs

Na etapa de caraterizagdo, analisou-se a carga de superficie das AgNPs através de
medidas do potencial zeta, visto que essa técnica ¢ frequentemente usada para caracterizar a
superficie de coloides. Ela reflete o potencial elétrico de superficie das particulas, que ¢
influenciado pela carga dos diferentes componentes localizados na interface com o meio
dispersante (MOSQUEIRA et al., 2000).

No caso das AgNPs, as medidas do potencial zeta sugerem que elas estdo
estabilizadas por uma forca repulsiva de -6,78 mV em suspensao coloidal (Figura 11). Pode-se
inferir que os grupos -OH do PEG200 t€ém maior contribui¢do nesses valores. Isso garante que
nao ocorra crescimento desordenado das particulas e sua aglomeracao ¢ evitada. Dessa forma,

as propriedades das AgNPs sdo conservadas.
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Figura 11- Medida da carga de superficie das AgNPs através do potencial zeta (n=3).
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Analisou-se também o potencial zeta dasAgNPs ap6s a adigdo de 10 ug L' de As,
podendo ser visualizado na Figura 12. As medidas realizadas mostram que os valores se tornam
mais positivos (2,87 mV) com a preseng¢a do analito, sugerindo uma desestabilizagdo estrutural
da suspensao coloidal, ou seja, as particulas se aglomeram e suas propriedades mudam.

Nesse sentido, outros trabalhos (JAFELICCI JUNIOR; VARANDA, 1999)
discutem também que essa mudancga no potencial da interfase entre a superficie da particula e
o interior da solu¢do do meio de dispersao ¢ influenciada pelo aumento da forca idnica, porque
a dupla camada de cargas que se forma ao redor da particula é comprimida em dire¢do a
superficie pela concentragdo de ions da solugdo. Outra caracteristica importante dos coloides
destacadas pelos mesmos autores € a capacidade que as particulas coloidais tém em adquirir
cargas elétricas na superficie por diferentes mecanismos, tais como: dissociagdo de grupos da
superficie e adsor¢do ou dissolugdo de ions da superficie, de forma que suas propriedades sdo

dependentes dessas interagoes.
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Figura 12 - Medida da carga de superficie das AgNPs através do potencial zeta apds a adi¢ao
de 10 pg L' de As (n=3)
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No mesmo equipamento de medida do potencial zeta é possivel analisar o tamanho
de particula através do espalhamento dinamico de luz (DLS). Essa metodologia permite deter-
minar o diametro hidrodindmico (DH) das particulas em suspensdo pelo espalhamento de luz
decorrido do movimento Browniano das particulas. 1sso é possivel porque, quando uma parti-
cula é dispersa em um meio liquido, forma-se uma camada de solvatacdo em sua superficie.
Incidindo uma fonte de radiacdo, como um laser, sobre essa particula, ela ird espalhar radiacédo
em diferentes posicdes. Dessa forma, a técnica de DLS consiste na andlise das oscilagdes de
intensidade da luz espalhada (ALBERNAZ, 2014).

E importante ressaltar que é esperado tamanho de particulas menores do que o re-
sultado apresentado pela técnica, uma vez que o que esta sendo medido é o DH, ou seja, toda a
camada que esta solvatando asAgNPs. Assim, de acordo com os dados obtidos, o tamanho de
particula varia de 90 a 100 nm. Apos a adicdo de As esse tamanho aumenta, ficando em torno
de 280 a 300 nm.

Essa mudanca de tamanho apds adig¢do do analito, € mais um indicio da interacdo
do As com asAgNPs. Como sdo ions grandes, é necessaria uma grande camada de solvatacao

para tentar garantir o equilibrio da suspenséo coloidal.

5.3 Estudo da influéncia da presenca de possiveis contaminantes na resposta

dasAgNPs.
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Realizou-se estudo do efeito da presenca de Al, Cd, Fe, Mn, Se e Zn nasAgNPs. Os
dados obtidos, apresentados na Figura 13, mostram que asAgNPs tém maior sensibilidade para
as espécies de As, sendo possivel identifica-las e quantifica-las em solugdo. E importante
destacar que asAgNPs responderam a todas as espécies no comprimento de onda 412 nm, no
entanto, em 600 nm, com exce¢do do As, ndo € possivel verificar esse comportamento.
Resultados semelhantes também foram encontrados por Boruah e colaboradores (2019) quando

realizaram o mesmo procedimento com Co, Cd, Cu, Fe, As, Pb, Hg, Mg, Ni, Na e K.

Figura 13 - Resposta dasAgNPs a adi¢do de 10 ug L' de Al, Cd, Fe, Mn, Se, Zn e As.
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5.4  Efeito da concentracao de As (III) sob a banda plasménica das AgNPs
Na aplicacdo das AgNPs como nanosensores quimicos de iAs, a concentragdo de

iAs ¢ determinada de forma indireta, observando seu efeito sobre a banda plasmodnica de

ressonancia das AgNPs.



47

Uma vez que as nanoparticulas estdo estdveis em solucdo, a adi¢do de iAs causa
uma perturbacdo nesse sistema. Fechine (2020) explica que quando ocorre a separagdo das
cargas na particula, devido ao efeito do campo eletromagnético, moléculas de analitos podem
adsorver na superficie do metal, fazendo com que o fendmeno de SPR ocorra em uma
frequéncia diferente. Dessa forma, a banda em 412 nm sofre atenuagdo enquanto que em 600
nm ¢ observado aumento de sinal de forma proporcional a concentracao de iAs.

Boruah e colaboradores, (BORUAH; DAIMARI; BISWAS, 2019) observaram que
a estequiometria de interacao entre AgNPs e As (II) ¢ de 1:2. Ressalta-se que as AgNPs devem
estar em excesso para que a reagdo seja favorecida.

Vale ressaltar que a mudanga da coloragdo amarelada para um leve azul é observada
pouco tempo apo6s a adicdo de As (Figura 14), o que € explicado pelo deslocamento da banda

plasmonica.
Figura 14 - Mudanca da coloragdo da solugdo apos a adigdo de As (I1I)
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Fonte: propria do autor

Esse efeito foi avaliado no espectro UV-Vis no intervalo de 250 a 650 nm e ¢
apresentado na Figura 15, com concentra¢des de As (III) na faixa de 1,0 a 20 ug L!. Conforme
pode ser observado no grafico, o método apresenta boa sensibilidade para As (III) uma vez que

os nanosensores respondem bem a baixas concentragdes do analito.
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Figura 15 - Efeito da concentracdo de As (III) sobre a banda plasmonica das AgNPs.
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A Figura 15 mostra que a absorbancia mudou com a adicao de diferentes concen-
tracdes de As (III). A absor¢cdo méxima em 412 nm diminuiu e um novo pico em 600 nm surgiu
e foi crescendo com o aumento da concentracdao de As (III). Esse efeito ¢ proveniente da inte-
racgao eletrostatica das espécies de As na superficie da AgNPs e sua magnitude est4 relacionado
a concentracao do metaloide.

Em outros trabalhos o fendmeno também foi observado tanto para nanoparticulas
de Au quanto para de Ag, de forma que ¢ bem estabelecido que a frequéncia SPR nao depende
apenas das propriedades intrinsecas do metal, mas também do tamanho e forma da nanoparti-
cula, das propriedades dielétricas do meio circundante (substrato, solvente e adsorvatos) (LEE;
EL-SAYED, 2006), e interagdes de acoplamento inter-nanoparticula, conferindo assim uma sin-
tonizacdo Unica as propriedades Opticas das nanoparticulas (JAIN et al., 2006).

O deslocamento induzido por As na banda SPR observado no espectro de UV-Vis ¢
causado principalmente por mudangas no ambiente dielétrico local causadas pelas moléculas
adsorventes. Essa variacdo resulta do aumento da sensibilidade da SPR que ¢ causado em

grande parte pelo aumento do tamanho e/ou volume das nanoparticulas. Pode ser também que
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as nanoparticulas estejam mudando sua forma de esférica para bastdo, pois ja foi observado que
a sensibilizacdo SPR também ocorre com essa mudanga morfologica ja que a sensibilidade da
banda SPR de comprimento de onda longo para nanobastdes € maior do que para nanoesferas
(JAIN et al., 2006; LEE; EL-SAYED, 2006),

Outra propriedade da ressonancia plasmonica de superficie ¢ que ela se baseia em
interagdes particula a particula. As oscilagdes do plasma criam um campo elétrico na superficie
da nanoparticula de forma que ¢ altamente dependente da distancia entre as particulas (FUNS-
TON et al., 2009). O "campo préximo" em uma nanoparticula pode interagir com o "campo
proximo" de particulas vizinhas modulando a frequéncia de oscilagdao dos plasmons de super-
ficie do sistema de nanoparticulas acopladas. Este fendomeno é chamado de acoplamento de
plasma (FUNSTON et al., 2009; JAIN et al., 2006).

Quando o campo elétrico ¢ orientado ao longo do eixo interparticulas, os campos
proximos se acoplam de maneira semelhante as interacdes de ligacdo, resultando em um desvio
para a regido do vermelho do plasma (FUNSTON et al., 2009). Por outro lado, quando a direcao
de polarizagao ¢ perpendicular ao eixo interparticulas, seu campo proximo € acoplado em um
tipo de interacdo ndo-ligante, e um deslocamento azul muito pequeno da banda plasmdnica ¢

observado (FUNSTON et al., 2009).

5.5 Figuras de mérito

Uma relagdo linear pode ser encontrada relacionando as duas bandas de absor¢ao
do espectro, pois @ medida que a banda em 412 nm sofre atenuacao, a amplitude da banda em
600 nm aumenta. Dessa forma, utilizando a relacdo de absorbancia 600 nm/412 nm € possivel
construir uma curva analitica.

Considerando isso, na Figura 16 ¢ apresentada a curva de calibragdo do método
empregado. Uma relacao linear foi encontrada numa faixa de concentragdo entre 1,0 e 15,0 ug
L' As (III). Para a construgio da curva realizou-se duplicatas em cada ponto (n=2), obtendo-se
um coeficiente de correlacdo (R?) de 0,9977. Avaliou-se também concentragdes mais altas de
As (III) em 20 pg L', no entanto foi observado perda de linearidade do método e tal ponto foi

excluido da curva. Observando visualmente a curva de calibracdo e o valor de coeficiente de
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correlacdo, a relacdo entre o eixo x e y parece ser linear contudo, outros pardmetros foram

avaliados para confirmar a linearidade da curva analitica.

Figura 16 - Curva analitica de As (III), faixa de concentracdo entre 1,0 ¢ 15,0 ug L', por
espectrometria de absor¢ao molecular na regido UV-Vis usando AgNPs como plataforma de

sensoriamento.
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O grafico de residuos ¢ apresentado na Figura 17 e os valores estdo distribuidos

randomicamente, 0 que mostra uma boa concordéancia entre os dados e o modelo de regressao.
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Figura 17 - Grafico de residuos da curva de calibragao

Variavel X1 Plotagem de residuos
0,003 -

0.002 - N

0,001 -

12

Residuos
[S]
.
(=)}
[# 5]
)

-0,001 -
-0,002 -

0,003 - .

-0,004 -
Variavel X1
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A Tabela 1 apresenta os valores da Soma Quadratica (SQ), Média Quadratica (MQ)
e teste F da analise de varidncia (ANOVA). Devido F calculado > F tabelado (F tabelado = 7,71
a 95% de confianga), rejeita-se a hipdtese nula de que coeficiente angular ¢ igual a zero e
assume-se que y (Absorbancia 600/412) efetivamente varia em funcao de x (concentracao de
As) e que o método pode ser considerado linear. E possivel ainda deduzir, através do teste F,
que o modelo proposto € util para explicar a varidvel dependente, visto que o F de significagao

foi de 1,993x10%, mantendo-se abaixo do nivel de significancia que é 0,05.

Tabela 1 - Analise de variancia

ANOVA
gl SQ MQ F F de significa-
cdo
Regressao 1 0,0069 0,0069 1731,599 1,993x107%
Residuo 4 1,598x107% 3,996x10°0°

Total 5 0,0069
Fonte: propria do autor

Na Tabela 2 ¢ possivel consultar os valores de intersecdo do eixo y, bem como o

coeficiente angular da reta. Vale ressaltar que o erro padrio e os valores de P sdo relativamente
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baixos para as medidas, o que garante confianca para a analise do Limite de Quantificagdo e
Detec¢ao do método empregado a partir dos parametros da curva. Além disso, os valores baixos
do erro padrao sugerem que a diferenga entre o valor real e o predito pelo modelo pode ser

considerada significativamente baixa.

Tabela 2 — Coeficientes e testes de hipoteses da curva de calibragdo.

Coeficientes Erropadrdo  Statt valor-P
Intersecao 0,0937 0,001388 67,494  2,89x107
Variavel X1 0,00698 0,000167 41,612  1,99x10°%

Fonte: propria do autor

Os célculos do Limite de Detecgdo (LD) e Limite de Quantificagdao (LQ) do método
foram realizados a partir dos parametros da curva analitica da Figura 16 e a seguir sao

apresentadas as formulas utilizadas para o calculo:

D = 3 * Erro padrao do intercepto

coef.angular

_ 10 * Erro padrao do intercepto
B coef.angular

O método proposto apresentou limite de detecgdo de 0,656 pg L' As e limite de
quantificagdo de 1,988 pg L' As. Para Boruah e colaboradores (2019), os valores encontrados
utilizando o mesmo método foram de 1,0 pg L' As e 3.4 pg L' As para LD e LQ
respectivamente. Vale ressaltar que o método quando aplicado pelos autores foi testado apenas
em solugdes aquosas.

Para andlise da veracidade dos resultados de concentracdo de As total pelo método
proposto, no qual o material de referéncia foi submetido aos mesmos procedimentos do método
proposto no presente trabalho, o valor encontrado (Tabela 3) foi estatisticamente semelhante ao
valor de referéncia, obtendo-se taxa de recuperacdao de 96,72% (teste t de Student, 95% de
confianga). Além disso, analisou-se também o material de referéncia certificado de farinha de

arroz (NIST 1568b) onde obteve-se boa correlagdo entre os valores encontrados e o certificado,
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tendo percentual de recuperagdo de 94,73% (teste t de Student, 95% de confianga). Dessa
maneira, o método proposto utilizando AgNPs como nanosensores quimicos apresentou boa

exatiddo para analise de amostra de arroz.

Tabela 3 — Determinacdo de As total por espectrofometria UV-Vis usando AgNPs em amostras
de material de referéncia (CRM-Agro C1001a) e material de referéncia certificado (NIST
1568b). (n=2)

Arsénio total, mg kg (média + intervalo de confianca (IC))

Amostra Valor de referéncia ~ Valor encontrado (mg Recuperacéo (%)
(mg kg*) * kg™)
CRM-Agro 0,112 £ 0,015 0,108 + 0,058 96,72
C1001a
NIST 1568b 0,285+ 0,014 0,270 + 0,054 94,73

*Média + U, k=2

Fonte: propria do autor

A capacidade de extracdo do método de preparo de amostra, ¢ a analise quantitativa
de As inorganicos por AgNPs, também foi avaliada pelo material de referéncia certificado
(NIST 1568b) (Tabela 4). Obteve-se boa correlacao entre os valores encontrados e o certificado,
tendo percentual de recuperagdo de 105,4% (teste t de Student, 95% de confianca). Dessa
maneira, o0 método proposto utilizando AgNPs200 como nanosensores quimicos apresentou boa
exatiddo para analise de As inorganico em amostra de arroz. Além disso, a metodologia de

extracdo das espécies inorganicas de As demonstrou alta eficiéncia.

Tabela 4 - Determinacao de As inorganico por espectrofometria UV-Vis usando AgNPs em

material de referéncia certificado (NIST 1568b). (n = 2)

Arsénio inorganico, mg kg* (média + IC)

Amostra Valor de referéncia  Valor encontrado (mg Recuperacéo (%)
(mg kg™) * kg™)
NIST 1568b 0,092 +£0,010 0,097 £ 0,022 105,4

*Média = U, k=2

Fonte: propria do autor
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5.6  Aplicacdo do método proposto

Os resultados das andlises de As para as amostras de arroz e camardo estdo
apresentadas na Tabela 5. As amostras de arroz da Arabia Saudita foram codificadas em R2, R4,
R7 e R11 e a amostra de arroz de origem brasileira estd representada pelo cddigo BR1.

O teor de As total em camardo ndo foi possivel ser determinado neste trabalho
porque a digestdo da amostra de camardo em bloco digestor ndo foi completa. Assim, para essa
amostra, foi determinado apenas o teor de As inorganico. E importante destacar que cerca de
90% de todo o As presente em camarao esta na forma de AsB e que a literatura relata dificuldade
na decomposi¢cdo completa dessa espécie de As (XIE et al., 2007). Se compostos estaveis de As
estdo presentes na matriz, a digestdo da amostra sera parcial se ocorrer sob condi¢des brandas
de preparo de amostra (SLEJKOVEC; VAN ELTEREN; WORONIECKA, 2001). As
temperaturas alcancadas em bloco digestor sdo dependentes da mistura acida utilizada, no caso
do uso de 4cido nitrico atinge-se temperaturas proximas de 120 °C, que nao ¢ suficiente para
converter completamente a AsB para as formas inorganicas de As.

Para as amostras de arroz, a concentragdo total de As variou de 108,3 a 281,25 ug
kg!. De fato, tem sido relatado que tanto a concentragdo total de As quanto sua
biodisponibilidade variam muito dependendo do arroz e de sua fonte (ALTHOBITI; SADIQ;
BEAUCHEMIN, 2018), pois o teor desse contaminante ¢ altamente dependente da cultura e
fatores ambientais. Os niveis de As encontrados nas amostras de arroz foram inferiores ao LMT
estabelecido pela Unido Europeia, 500 ug kg™!, e ao estabelecido pela ANVISA, 300 pg kg
'((ANVISA), 2021). Vale ressaltar que nio é possivel a comparagio com a legislagio chinesa
devido seus regulamentos levarem em consideragdo apenas o As inorganico nessa matriz.

A concentragdo de 1As também foi avaliada nas amostras de arroz e camardo. No
caso dos graos de arroz, sdo majoritariamente encontradas espécies de 1As — compreendendo
As(IIT) e As(V) (CERVEIRA et al., 2015%). O percentual de iAs nas amostras de arroz estudadas
variou de 34,41 a 69,99 %. Esses valores corroboram com o reportado por CUBADDA et al.,
(2017) uma vez que os autores citam que o nivel de As (III) e As (V) pode chegar a 60% do As
total, enquanto que cerca de 39% do As estd na forma de MMA e DMA. Visto que sao
encontrados teores significativos de iAs nessa matriz, alguns autores sugerem formas de
diminuir esse risco a saide humana sem deixar de consumir o grdo. Uma das maneiras que pode
ser facilmente adotada por qualquer pessoa, podendo diminuir a concentragao em até 43%, ¢ a

lavagem antes do processo de cozimento (ALTHOBITI; SADIQ; BEAUCHEMIN, 2018).
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Outra alternativa € cozinhar o arroz com excesso de 4gua na proporcao de 1:6, descartando esse
excesso apos o cozimento (SENGUPTA et al., 2006).

Conforme sera discutido, todas as amostras de arroz apresentaram concentragao de
1As abaixo do LMT estabelecido pela legislacao europeia (UE, 2015) e chinesa (CFDA, 2018)
que é de 200 ug kg, nio sendo possivel a compara¢io com a legislagdo brasileira devido essa
apresentar apenas os LMT para Arsénio total (tAs).

A concentragdo de iAs encontrada para a amostra de arroz BR1 (59,74 + 3,98 ug
kg!) quando aplicou-se o método proposto foram estatisticamente semelhantes (teste ¢ de
Student, 95% de confianga) a concentragdo encontrada para esta mesma amostra quando
analisou-se por HPLC-ICP-MS (57,54 + 0,02 pug kg'') em um outro trabalho do nosso grupo
de pesquisa. Tal valor assemelha-se também ao encontrado para a amostra R11 (55,34 + 0,40
ng kg!) e encontra-se dentro da faixa de concentragdo reportada por (ALMUTAIRI et al., 2021),
15,00-65,00 pg kg' quando analisou-se 483 amostras de arroz indiano. Para as demais
amostras (R2, R4 e R7), o teor de iAs foi mais elevado. Seus desvios padrao também foram
maiores. Isso pode ser explicado devido a dificuldade que se teve ainda na etapa de moagem
das amostras. Algumas delas apresentavam alta dureza, o que dificultou obtencdo de menor
granulagdo. Com isso a representatividade da aliquota pode ter sido comprometida, resultando
numa maior diferenga entre as medidas.

Para amostras de camardo, o método proposto encontrou 64,70 = 0,13 pg g’ iAs,
valor estatisticamente similar ao apresentado para a mesma amostra por Da Silva et al., 2021
que utilizou nanoparticulas magnéticas funcionalizadas Fe;O4@DTPMP para extragdo de iAs
e quantificacao por [CP-MS. Da mesma forma que Da Silva ef al., 2021, a concentracao de 1As
na amostra de camardo também divergiu um pouco do valor apresentado pela anélise por
HPLC-ICP-MS. Essa diferen¢a da concentracao de iAs encontrada nas amostras de camarao
pela técnica proposta neste trabalho e por HPLC-ICP-MS pode se dar a partir da contribuigao
de outras espécies de As presentes na amostra, como DMAs e MMAs. Essas duas espécies
podem coeluir na coluna cromatografica juntamente com i1As resultando em valores mais altos
do que o real. O mesmo problema j& foi discutido em outros trabalhos na literatura
(MARSCHNER et al., 2019).

Dessa maneira, embora o método proposto tenha sido estudado utilizando padrao
de As (III), os resultados encontrados sugerem que o método fornece resposta de iAs.

Provavelmente o As (V) que possa estar presente nas amostras estd sendo reduzido a As (II)
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devido ao excesso de citrato presente em solug¢do. Seus potenciais padrao de redugdo permitem

tal reacdo, uma vez que para o citrato E°=-0,180 V e para o H3AsO4 E°= 0,575 V.

Tabela 5 - Andlise de As total e As inorganico por espectrofotometria de absor¢ao molecular

na regido do UV-Vis usando AgNPs em amostras de arroz e camarao. (Média + DP, n = 2)

Amostra tAs (g kgt) iAs (ug kg?) %iAs/tAs
Arroz BR1 108,30 = 6,46 59,74 £+ 3,98 55
Arroz R2 281,25 £ 0,23 96,78 = 10,61 34
Arroz R4 269,26 + 29,38 107,72 + 13,73 40
Arroz R7 157,18 = 3,45 110,02 = 17,36 70
Arroz R11 119,10 = 1,22 55,35 = 0,40 46
Camaréo - 64,70 = 0,13 -

Fonte: propria do autor
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas e funcionalizadas com
polietilenoglicol 200 (AgNPs200) com redugdo da prata por citrato de sdédio sob aquecimento.
Essas nanoparticulas apresentaram um deslocamento significativo da banda plasmonica com a
presenca de iAs, o que possibilitou sua utilizagdo como plataforma de sensoriamento na
deteccao dessas espécies de As por espectrofotometria de absor¢ao molecular na regiao do UV-
Vis. A funcionalizagao das AgNPs foi essencial para esta responder a presenca de iAs no meio.

O método AgNPsyoo/espectrofotometria UV-Vis foi aplicado com sucesso para a
determinagdo de tAs e iAs em amostras de arroz e camarao, sendo para este ultimo aplicado
apenas para a determinacao de 1As devido a limitagdo do procedimento de digestao aplicado no
trabalho, que ndo foi de decomposicdo completa da amostra de camardo. Os niveis de tAs
encontrados nas amostras de arroz foram inferiores aos limites estabelecidos pela legislacao
brasileira e europeia. E a porcentagem de iAs nas amostras variaram entre 40 ¢ 70%, estando
abaixo do valor recomendado pela legislacdo europeia e chinesa para essa matriz. O teor de iAs
na amostra de camaro (64,70 ug kg™!) foi bem abaixo do recomendado para tAs pela ANVISA,
1,00 mg kg!. Ressaltando que a legislacio brasileira ainda nio limita o teor de iAs, apenas de
tAs.

O método proposto apresentou boa exatidao e precisdo, com limite de detec¢do e
quantifica¢do apropriados para o monitoramento dos niveis de iAs em arroz e camarao, sendo
uma alternativa vidvel e simples para andlise de 1As em arroz e camarao, além de ser alinhado
aos principios da quimica verde. Ressalta-se a versatilidade do método analitico para diferentes

matrizes, tecido vegetal e animal.
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