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RESUMO

A contaminacdo por arsénio em alimentos e na agua potével tem despertado preocupagdo
mundial devido aos efeitos toxicos dessa substancia ao organismo humano. No capitulo 2 este
trabalho desenvolveu um método para determinagdo e especiacdo das formas inorganicas e
organicas de arsénio mais comumente presente em amostras de arroz: arsenato As(V), arsenito
As(I11), &cido monometilarsénico (MMA) e &cido dimetilarsinico (DMA), utilizando a técnica
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Fluorescéncia
Atdomica com Geracao de Hidretos (HPLC-HG-AFS). A melhor resolucdo cromatogréfica foi
obtida em pH 6,2, fase mével com concentragdo 20 mmol L e fluxo 0,57 mL min?, HCI 5,55
% v/v e NaBH4 0,90 % m/v. A veracidade do metodo foi confirmada por meio dos baixos
valores obtidos de erro relativo quando aplicado em um material de referéncia certificado (NIST
1568b): As inorganico total 6,63%, DMA 3,44%, MMA 0% e As total 0,53%. Em testes de
recuperacdo o metodo proposto mostrou-se promissor como mostram as faixas de recuperacéo
obtidas para as amostras de arroz A (100,8%) e H (102,1%). No capitulo 3 este trabalho
apresentou um procedimento inédito para remocdo das espécies As (111), As (V) e DMA de
aguas usando hidroxido duplo lamelar incorporado com nitroprussiato (HDL-NP). O material
se mostrou seletivo para as espécies de arsénio em funcdo do pH. Foi observado que em pH
2,00 todo o As (V) é adsorvido e parte do DMA (25%). Em pH 6,02 e 12,00 somente As (l11)
e As (V) sdo adsorvidos sendo maior o potencial para adsor¢do do As (V). Diante disso, foi
feito o estudo das isotermas de adsor¢do para o As (V) no qual o modelo de Langmuir forneceu
melhor ajuste em pH 2,00 e 6,02 (R2 = 0,9996 e 0.9501) e o valor maximo da capacidade de
adsorcdo (qmax 77,63 e 18,84 mg g™) foi proximo do valor experimental (76,9 e 18,0 mg g1),
respectivamente. Em pH 12,00 o modelo de Freundlich forneceu melhor ajuste (R2 = 0,9912).
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Em relacdo a cinética observa-se que o processo de adsorcao é favoravel pois o tempo para

remocao do As (V) usando HDL-NP é baixo (menor que 30 mintos).

Palavras-chave: arsénio, arroz, especiacdo, adsorcao.
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ABSTRACT

Arsenic contamination in food and potable water is of worldwide concern, due to the toxic
effects of the substance in humans. Chapter 2 of this work describes the development of a
method using high performance liquid chromatography coupled with hydride generation atomic
fluorescence spectrometry (HPLC-HG-AFS) for the determination and speciation of the
inorganic and organic forms of arsenic most commonly found in rice samples: arsenate (As(V)),
arsenite (As(111)), monomethylarsonic acid (MMA), and dimethylarsinic acid (DMA). The best
chromatographic resolution was obtained at pH 6.2, using a mobile phase concentration of 20
mmol Lt and flow rate of 0.57 mL min, 5.55% v/v HCI, and 0.90% m/v NaBH4. The accuracy
of the method was confirmed by the low relative error values obtained in analysis of a certified
reference material (NIST 1568b): 6.63% total inorganic As, 3.44% DMA, 0% MMA, and
0.53% total As. The proposed method presented satisfactory recoveries of 100.8% and 102.1%
for rice samples A and H, respectively. Chapter 3 describes a novel procedure for the removal
of As(lll), As(V), and DMA from water using a lamellar double hydroxide combined with
nitroprusside (DLH-NP). The material was found to be selective for arsenic species, as a
function of pH. At pH 2.00, all the As(V) was adsorbed, together with part of the DMA (25%).
At pH 6.02 and pH 12.00, only As(111) and As(V) were adsorbed, with greater potential for the
adsorption of As(V). For the adsorption of As(V) on LDH-NP at pH 2.00 and 6.02, the
Langmuir model provided the best fit to the experimental data R2 = 0.9996 and 0.9501,
respectively. The maximum adsorption capacity (gmax) (77.63 and 18.84 mg g-1) are in
agreement with the value obtained experimentally (76.9 and 18.0 mg g-1), respectively. At pH

12.00, the Freundlich model provided the best fits, with RZ values of 0.9912. The kinetics of
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the process showed that the adsorption was favorable as the time for removing As (V) using
LDH-NP is low (less than 30 minutes).

Keywords: arsenic, rice, speciation, adsorption.
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CAPITULO 1 — Introducéo



1.1. Arsénio

O arsénio é um elemento que esta amplamente distribuido na crosta terrestre estando,
geralmente, presente em baixas concentracdes (Nearing et al., 2014). E um dos constituintes de
mais de 200 espécies minerais (EFSA Journal, 2014), dos quais 60 % sdo arsenatos, 20% sdo
arsenosulfetos com metais como Fe, Pb, Cu, Ag e Tl e o restante se compde de arsenitos, 6xidos,
arsenetos e arsénio elementar. O mineral mais comum ¢é a arsenopirita (FeAsS). O arsénio é
considerado um metaléide ou ametal por possuir caracteristicas fisico-quimicas tanto de metais
como de ametais.

A mobilizacdo do arsénio no meio ambiente se deve a uma combinagdo de processos
naturais (variacdes climaticas, atividade biologica, atividade vulcanica) (Nearing et al., 2014),
bem como atividades antropogénicas: emissao industrial (mineragdo, fundicdo de metais ndo
ferrosos e / ou queima de combustiveis fosseis), fertilizantes, conservantes de madeira,
inseticidas e herbicidas (Hughes et al., 2011).

Todavia, uma das principais fontes de contaminacédo se deve a atividade de mineragéo.
Isso porque o arsénio é encontrado sob a forma de sulfeto em uma grande variedade de minerais
que contém cobre, chumbo, ferro, niquel, cobalto e outros metais (Fillol et al., 2010). Na
exploracdo de ouro, este elemento ocorre no mineral associado a arsenopirita. A reacdo seguinte
(Eq. 1) apresenta a decomposicao da arsenopirita (FeAsS):

FeAsS ¢ + 7H20 ) ~ Fe* (ag) + H3ASO3 (ag) + 11H" + SO4 % (aq) Eg. 1
Assim, a atividade mineradora pode expor o arsénio ao ambiente, causando contaminacao de
alimentos pela translocacdo deste elemento através de lencdis freaticos e solos
(Abdolmohammad-Zadeh e Talleb, 2014).

O arsénio pode ser encontrado naturalmente no ambiente em quatro estados de oxidacao:

As(V), As(l1l), As(0) e As(-111) (Shamsipur et al., 2014) como € mostrado na Tabela 1. As
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formas acidas metiladas de arsénio, acido monometilarsénico (MMA) e acido dimetilarsinico
(DMA) sdo pouco toxicas (Gonzalez-Martinez et al., 2018), enquanto que a arsenobetaina
(AsB) e arsenocolina (AsC) séo relativamente ndo toxicas (Liu et al., 2013). No entanto, o
arsénio é mais comumente encontrado como oxianion em compostos inorganicos nas formas
As(I11) (arsenito, AsO33) e As(V) (arsenato, AsO4%) sendo que a forma trivalente ¢ muito mais
toxica que a pentavalente (Kumarathilaka, et al., 2018, Lewchalermvong et al., 2018 e

Shamsipur et al., 2014).

Tabela 1. Formulas estruturais das principais espécies de As descritas na literatura. Adaptado

de (Molin et al., 2015) e (Souza et al., 2015)

Nome Simbolo  Estrutura Quimica Comentario
Acido Arsenoso As(I11) (|)H Muito toxica e
(arsenito AsO3) As carcinogénica para
HO/ \OH
humanos.
Acido Arsénico As(V) |Ci Muito toxica e
(arsenato AsO43) As carcinogénica para
Ho” | om o
OH humanos. Forma majoritaria

em aguas contaminadas.
Arsenobetaina AsB CHs Considerada ndo toxica e
H, _
H;C—As——C —COOH excretada na urina sem
CHs alteracdo. Forma majoritaria

em frutos do mar.
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Devido a sua alta toxicidade a saude humana, 0s compostos inorganicos de arsénio sao
classificados no Grupo | (carcinogénicos) pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Céancer
e, segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), estes compostos
sdo os primeiros na lista de poluentes prioritarios (Chen et al., 2014).

A exposi¢do humana a arsénio pode ocorrer de diferentes formas. Ha a possibilidade de
contaminacdo pela pele ou inalagdo (EFSA Journal, 2014), mas as principais formas de
contaminacdo humana por arsénio sdo através da ingestdo de agua potavel e alimentos
contaminados (Abdolmohammad-Zadeh and Talleb, 2014). Uma vez absorvido, o iAs é
extensivamente transformado para ser excretado via urina como DMA (EFSA Journal, 2014).

A exposicao a longo prazo a altos niveis de arsénio esta associada as taxas mais elevadas
de cancer de pele, bexiga e pulméo, bem como a doengas cardiacas (US Food & Drug - FDA).
Nesse contexto no qual a toxicidade do arsénio esta relacionada com a forma quimica na qual
ele se apresenta, € importante o desenvolvimento de métodos capazes de determinar
seletivamente essas espécies (Chen et al., 2018). Dessa forma, diante dos efeitos tdxicos
provocados pela presenca desse elemento no organismo humano, no capitulo 2 é feito o
desenvolvimento e validacdo de um método analitico para a especiacdo de arsénio em amostras
de arroz empregando HG-HPLC-AFS e, no capitulo 3, com a preocupagdo em desenvolver
novos métodos de remocdo de As do ambiente, minimizando seus impactos, propde-se a
utilizacdo do hidroxido duplo lamelar (HDL) incorporado com nitroprussiato como um

adsorvente seletivo para as espécies de arsénio.
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2.1. Introdugéo

O arroz € um cereal originado da Oryza sativa L., uma monocotiledénea da familia das

Poaceae (gramineas) (Gomes e Magalhdes Janior, 2004). Sua estrutura (Figura 1), da parte

mais externa para a parte mais interna € constituida de: casca, camada protetora constituida de

duas folhas modificadas (palea e lema), o farelo, constituido de pericarpo, tegumento, nucela e

capa de aleurona, o endosperma, rico em amido e proteina, e 0 embrido localizado na base do

gréo, rico em proteinas e lipidios (Walter et al.,

PERICARPO
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ENVOLTORIO
SARIOPSE

CAPA DE
ALEURONA

ENDOSPERMA
AMILACEO

ENDOSPERMA

EMBRIAO X

RAQUILA

2008).

ARISTA

PALEA
CASCA
N LEMA

GLUMELAS
(Lemas estéreis)

Figura 1. Estrutura do Grao de Arroz. Fonte: Vieira e Rabelo, 2006

Apos a colheita, os grdos podem sofrer diferentes tipos de beneficiamento dando origem

aos diferentes tipos de arroz que encontramos no mercado.



Arroz Polido: Passa pelo processo de polimento que consiste na retirada da parte que recobre o

grdo que vai do pericarpo até a aleurona (também chamado farelo) (Souza et al., 2015).

Arroz Integral (ou descascado): Somente a casca € retirada no processo de beneficiamento. A
presenca do farelo atribui a esse tipo de arroz um maior contetdo de fibras, lipidios, vitaminas
e minerais, e valor nutritivo superior ao branco polido (Hunt; Johnson; Juliano, 2002).

Arroz Parboilizado: Submetido ao processo de parboiliza¢do no qual o arroz com casca é imerso

em &gua a uma temperatura acima de 58 °C. Nesse processo, 0 gréo absorve nutrientes da casca
como vitaminas e minerais aumentando o valor nutritivo desse arroz em relacdo ao polido. O
arroz parboilizado ¢ disponibilizado na forma de parboilizado polido e parboilizado integral
(BRASIL, 2009; Souza et al., 2015).

O arroz é um importante componente da dieta de varios paises sendo considerado
produto de importancia econdmica, alimentar e nutricional para a maioria da populacéo
mundial. 1sso devido ao seu grande valor energetico, alem de fazer parte do habito alimentar da
nossa populacdo. Segundo dados da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa),
0 arroz é cultivado e consumido em todos os continentes do mundo e, em 2013, ocupou o
segundo lugar em termos de extensdo de area cultivada, sendo superado apenas pelo trigo (da
Silva / ageitec). A Figura 2 mostra o alto consumo do arroz em diversos paises. Paises asiaticos
tem um consumo per capita superior a 100 kg/ano. O Brasil tem um consumo no modelo dos

paises subtropicais (entre 35 e 65 kg/ano) estimado em 45 kg/ano.



Figura 2. Consumo per capita de arroz. Fonte: Ferreira et al./ ageitec
Mais de 70% do total de arroz consumido no Brasil ainda é do tipo branco polido
seguido do parboilizado (cerca de 25%) ficando o arroz integral com 3 a 4% (ELIAS et al.,
2012).
A Figura 3 apresenta dados importantes relacionados a safra de 2016/17, estimativa de
2017/18 e previsdo para 2018/19 de producdo/consumo/importacéo/exportacdo de arroz dos

principais paises produtores.
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1-Estogue inicial 83,00 18,40 8,40 1.56 1.48 142,58 0.31

2-Producao 147,77 109,70 19,20 27.40 712 490,94 8.38
3-Importacéo 530 0,00 0,25 0,50 0,75 41,21 0.61
4-Suprimento total (14243) 241,07 128,10 27,85 29,46 9,35 674,73 9,30
5-Consuma 141,76 95,84 12,00 22,00 423 483,55 7.95
6-Exportagio 0,81 11,7 11,62 6,49 3,65 47,19 0.83
7-Demanda total (546) 14257 107,55 23,62 28,49 7.88 530,74 8.78
8-Estogue final (4-7) 98,50 20,55 424 0,97 1,46 149,97 0.53
9- Relacao estogque X consumo 69,48 21,44 35,33 4.4 34,52 A0 6,67
1-Estogque inicial 98,50 20,55 424 0,97 1,46 149,97 0.53
2-Producao 148,87 112,91 20,37 2847 5,66 49537 8.21
3-Importagéo 5,50 0,00 0,25 0,40 0,85 46,89 0.50
4-Suprimento total (14243) 252 87 133,46 24 86 2984 747 692,23 9.24
5-Consumao 142,49 98,82 10,60 22,00 4,28 482,74 7.75
6-Exportacio 1,39 12,04 11,06 6,59 2,76 4713 1,15
7-Demanda total (546) 143,88 110,86 21,66 28,59 7,04 529.87 8,90
8-Estoque final (4-7) 109,00 22,60 320 1,25 093 162,60 0.33
9- Relacao estoque X consumo 76,50 22,87 30,19 5.68 21,73 33,68 4,26
1-Estogque inicial 109,00 22,60 320 1,25 0,93 162,60 0.33
2-Producao 148,49 116,00 20,70 2907 Ti2 501.57 748
3-Importagéo 4,50 0,00 0,25 0,40 0,92 44 61 0.85
4-Suprimento total (14243) 261,99 138,60 24,15 30,72 897 708,78 8.66
5-Consuma 143,79 101,10 10,50 22.20 4,29 491,97 7.70
6-Exportacio 220 12,50 10,00 7,00 3,1 4737 0,70
7-Demanda total (546) 143,50 113,60 20,50 29.20 7.40 539,34 8.40
8-Estogue final (4-7) 116,00 25,00 3,65 1,52 1,58 172,19 0.26
9- Relacao estoque X consumo 80,67 24,73 34,76 6.85 36.83 35,00 3,38

Figura 3. Balanco de oferta e demanda dos principais paises produtores em milhdes de

toneladas de arroz (Junior, 2019)

Os dados apresentados na Figura 3 confirmam o alto consumo mundial desse grao.
Observa-se que o0s paises asiaticos sdo 0os maiores produtores e a estimativa de producao
mundial para 2018/19 foi de 501,57 milhdes de toneladas. O Brasil € o maior produtor ndo
asiatico (Gomes e Magalhdes Junior, 2004) e a sua producdo em 2016 foi de 8,38 milhdes de
toneladas (Junior, 2019). Em 2018/19, segundo a Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab), a producdo de arroz no Brasil foi prevista em 7,48 milhdes de toneladas e a producéo
mundial de arroz base beneficiado foi prevista em 501,57 milhdes de toneladas segundo o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), representando uma expanséo de 6,2
milhdes de toneladas em relacdo a safra de 2017/18 (Junior, 2019).
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Apesar da producgdo brasileira de arroz estar distribuida nas diversas regifes, pode-se
considerar a existéncia de trés polos produtores: a regido sul (com destaque para 0 maior
produtor do pais que € o Rio Grande do Sul), a regido central (S&o Paulo, Minas Gerais, Goias,
Mato Grosso) e o terceiro polo, o estado do Maranhdo. Destacam-se na Figura 4 os cinco

maiores produtores nacionais com sua respectiva producdo em 2014/2015.

Ano Safra

ARROZ 2014/2015 %
{mil Toneladas)
Producdo Macional 12.400 100.0
Principais estados produtores
Rio Grande do Sul B.441 68,1
Santa Catarina 1.058 8.5
Tecantins 600 4.8
Mato Grosso 577 4.7
Maranhio 574 46
Total 11.249 90,7

Figura 4. Os 5 maiores produtores nacionais de arroz. Fonte Conab — Levantamento em maio

de 2015.
Estima-se um aumento da producdo nacional até 2024/25 para 13,3 milhdes de toneladas

equivalente a projecdo do consumo nos proximos anos (MAPA e EMBRAPA, 2015) como é

mostrado na Figura 5.
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Figura 5. Estimativa da producdo, consumo e importacao de arroz no Brasil nos proximos anos.

Fonte: AGE/Mapa e SGE/Embrapa, 2015.

Em Minas Gerais, que ja foi 0 maior produtor de arroz do Brasil na década de sessenta
(Pereira, 2002), existem aproximadamente 280 municipios que cultivam arroz dentre 0s quais
se destacam: Aimores, Heliodora, Careacu, Arcos e Pirangucu, segundo o IBGE. Nestes
municipios predomina o cultivo irrigado, o que possibilita uma produtividade média de
5.100kg/ha (IBGE, 2015).

Ha dois tipos de cultivo de arroz: o arroz de terras altas (sequeiro, sem solo inundado) e
o arroz irrigado tradicional (solos inundados, com lamina de agua), responsavel pela maior parte
da producdo nacional. A Figura 6 mostra a distribuicdo desses diferentes tipos de plantio no

Brasil.
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. Arroz irrigado

‘ Arroz de terras altas

Figura 6. Producdo de arroz nas microrregifes do Brasil em 2006. Fonte: Ageitec (Adaptada

de IBGE 2008).

Em regibes nas quais hd o problema de contaminacdo dos solos, o cultivo de arroz
irrigado (em solos inundados) torna-se preocupante. 1sso porgue contaminantes como o arsénio
inorganico, As (I11) e As (V), com alta toxicidade, sdo muito soldveis em agua. A presenca da
agua faz com que essas espécies tenham maior mobilidade no solo, podendo ser absorvidas
pelas raizes das plantas e chegar aos gréos. As raizes do arroz absorvem mais rapidamente As
inorganico (As (l11) e As (V)) quando comparado a absorcdo de espécies organicas (DMA e
MMA) e essa absorcdo ocorre atraves de transportadores de silicato (As (111)) e fosfato (As

(V)), devido as similaridades na dimensdo das moléculas (Abedin et al., 2002).
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Devido ao alto consumo de arroz ja que ele faz parte da alimentagdo principal do
brasileiro, esse alimento é considerado uma fonte significativa de contaminacdo por arsénio

(JECFA, 2011).

2.1.1. Legislagéo

Diante dos efeitos toxicos que a contaminacdo de alimentos com arsénio inorganico
pode causar, a sua presenca em alimentos tornou-se uma preocupacao de saude publica
reconhecida internacionalmente. Diversos 6rgdos estdo em constante discussdo sobre as
concentracdes de As seguras a satide humana.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o limite maximo
de arsénio tolerado em arroz e seus derivados é 300 pg kg™ (RESOLUCAO - RDC N° 42, DE
29 DE AGOSTO DE 2013). A Tabela 2 abaixo mostra os Limites Maximos Tolerados (LMT)

desse contaminante pela ANVISA para alimentos infantis.

Tabela 2. Limites maximos tolerados (LMT) de arsénio inorganico em alimentos infantis

Categorias LMT (ug kg?)
Alimentos a base de cereais para alimentacéo infantil 150
Alimentos de transicdo para lactentes e criancas de primeira infancia 150
Formulas infantis para lactentes 20
Formulas infantis de seguimento para lactentes e criangas de primeira 20
infancia

Formulas infantis para lactentes destinadas a necessidades dietoterapicas 20
especificas

Formulas infantis de seguimento para lactentes e criangas de primeira 20
infancia destinadas a necessidades dietoterapicas especificas

Formula pediatrica para nutricdo enteral para lactentes e criangas de primeira 20
infancia

Outros alimentos especialmente formulados para lactentes e criancas de 20

primeira infancia

Fonte: Resolucdo da Diretoria Colegiada da Anvisa D.O.U. 21/06/2016
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Como pode ser observado na Tabela 2, a regulamentacdo da ANVISA em relagdo ao
limite aceitavel de arsénio do ponto de vista toxicoldgico abrange apenas alimentos infantis,
que sdo destinados a lactentes e criancas de primeira infancia. Os limites maximos tolerados de
arsénio nesses alimentos sdo rigorosos e baixos, devido a vulnerabilidade desta populacéo aos
efeitos nocivos dessas substancias, cujo impacto afetardo seu desenvolvimento fisico e
cognitivo e serdo sentidos por toda vida. Isso mostra a necessidade do desenvolvimento de
métodos que sejam sensiveis e exatos para a determinagdo do teor de arsénio.

Em 2014 em Génova, com o objetivo de garantir a saide do consumidor, a UN Food
and Agriculture Organization (FAO) juntamente com a World Health Organization (WHO), o
Codex Alimentarius (FAO-WHO) estabeleceu padrdes internacionais de seguranca e qualidade
de alimentos com o limite maximo permitido de arsénio em arroz de 0,200 mg/kg ou 200 ppb.
As normas do Codex servem, em muitos casos, de base para a legislacdo nacional.

Em abril de 2016, a Food and Drug Administration (FDA) propds um nivel de acdo, ou
limite, de 100 partes por bilhdo (ppb) de arsénico inorganico em cereais infantis de arroz.

Para a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA — United States
Environmental Protection Agency), o As inorganico € a toxina nimero 1 na lista de poluentes
prioritarios e classificado como Grupo | — carcinogénico (Liu et al., 2013).

Neste contexto, como a toxicidade deste elemento depende da forma quimica na qual
ele se apresenta, € importante o desenvolvimento de métodos que sejam capazes de analisar
cada espécie de arsénio nos alimentos para uma avaliagdo precisa de riscos (Narukawa et al.,
2014). Surge entdo a necessidade de estudos aprofundados sobre a especiacdo de arsénio em

arroz.

2.1.2. Referencial teérico
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Nos Ultimos anos existe uma preocupa¢do mundial a respeito da exposi¢cdo humana ao
arsénio. Inicialmente, essa exposicéo ocorria de forma mais significativa por ingestdo de agua.
Nas regides da india e Bangladesh, por exemplo, estima-se que 40 milhdes de pessoas sofrem
de sintomas relacionados a contaminagdo por arsénio, presente em altas concentragdes nas
aguas do sul e sudeste asiatico (Gault et al., 2008). Hoje, hd também a preocupacdo com a
ingestdo de alguns alimentos, sendo o arroz considerado uma das rotas majoritarias na
exposi¢do humana ao arsénio inorgénico, devido ao seu alto consumo (Banerjee et al., 2013).
O problema da alta concentracdo de arsénio nas dguas subterraneas das regides sul e sudeste da
Asia atinge também o arroz, por ser utilizada na irrigacdo da plantacdo em épocas de estacio
seca e também para cozinhar os gréos de arroz antes de eles serem consumidos (Rahman e
Hasegawa, 2011). O teor de arsénio encontrado no arroz nessa regido da Asia foi 1,83 mg kg
(Rahman e Hasegawa, 2011). Na China estima-se que 60% de todo o arsénio inorganico
ingerido pela populacdo adulta é por meio do arroz (Li et al., 2011). Além disso, segundo
Willians et al. (2011), os graos de arroz contém dez vezes mais arsénio que outros cereais.

Existe substancial variacdo nos teores de cada espécie de arsénio encontrado em graos
de arroz, de acordo com: o tipo de gréo, a regido geografica na qual ele € produzido e o tipo de
cultivo (Zhao et al., 2013). O arroz produzido na Asia, por exemplo, contém alta proporcéo de
arsénio inorganico, enquanto que o arroz produzido na regido central e sul dos EUA possui alta
proporcao de arsénio organico (Meharg et al., 2009).

Na Argentina, em um estudo realizado na provincia de Entre Rios, utilizando HPLC-
HG-AFS, com 59 amostras de arroz, Farias et al. (2015) mostrou que hd uma predominancia
de DMA, porém néo foi encontrado MMA e, a concentracdo de As inorganico variou entre 0,02

e 0,28 mg kg™
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Pouco se sabe ainda sobre os niveis de arsénio contidos na alimentacéo basica (arroz e
feijdo) no Brasil. Em 2005, Batista et al. iniciou os estudos avaliando 44 amostras de arroz de
diferentes tipos (branco, branco parboilizado, marrom, marrom parboilizado, organico e
organico parboilizado) de diferentes regides do Brasil utilizando HPLC-ICP-MS. As formas
predominantes encontradas foram As (I11), As (V) e DMA. No arroz marrom de Sao Paulo e
Rio Grande do Sul (maior produtor) estavam presentes 0s maiores teores de arsénio inorganico.
Diante disso, é importante a continuidade dos estudos para um mapeamento mais detalhado
com relacdo a exposicdo da populacdo brasileira ao arsénio, especialmente em regides de
mineracgdo na qual o arsénio estd naturalmente presente.

Para o estudo da especiacdo do arsénio é necessario a combinacéo de técnicas poderosas
de separacgéo e determinacgdo. As principais técnicas de separacdo empregadas para este fim sao:
a) Extracdo em fase solida (SPE): € uma técnica de extracdo/pré-concentracdo de um analito
presente em uma matriz complexa. E uma técnica eficiente e de baixo custo. Nos Gltimos anos
tem se mostrado eficiente para extracdo das espécies de arsénio de matrizes ambientais e
biologicas (Chen et al., 2014).

b) Nanomateriais funcionais: com o progresso da ciéncia dos materiais, alguns nanomateriais
com nanofibras (Chen et al., 2009), hidroxidos metéalicos precipitados (An et al., 2012), tem
sido desenvolvidos tornando a extracdo mais eficiente, melhorando também a seletividade e
capacidade de absorcao.

c) Extracdo liquido-liquido (LLE): Para a separacdo das espécies de arsénio de matrizes
ambientais é muito utilizado o dodecano modificado contendo 4% de dodecanol e Aliquat 336
como extratante (Guell et al., 2010). Uma outra alternativa que vem se apresentando promissora

como um pré-tratamento da amostra e separacdo das espéecies de arsénio € a utilizacdo de liquido
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idnico (ILs) em substituicdo aos solventes organicos ja que apresentam a vantagem de possuir
baixa toxicidade, serem ndo inflamaveis e quimicamente estaveis (Chen et al., 2014).

As técnicas de determinacdo mais comumente utilizadas na deteccdo de espécies de
arsénio em baixas concentracbes sd0 espectrometria de absorcdo atdbmica (AAS),
espectrometria de emissdo atdmica (AES), espectrometria de fluorescéncia atomica (AFS),
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (Pilau, 2005).

O ICP-MS é a mais utilizada devido a sua grande sensibilidade, aléem de ser aplicavel
para todas as espécies de arsénio, no entanto, possui um alto custo (Chen et al., 2014). Nesse
contexto, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Fluorescéncia Atdmica com Geracdo de Hidretos (HPLC-HG-AFS) € uma tecnica hifenada
poderosa que apresenta um custo experimental e operacional bastante inferior, além de
vantagens como especificidade, seletividade e alta sensibilidade. O HPLC-HG-AFS se
apresenta, portanto, como uma excelente alternativa para a especiacdo de arsénio em amostras
de alimentos, por ser compativel com os baixos teores normalmente encontrados neste tipo de
matriz e com os limites baixos e rigorosos exigidos na legislacao (na ordem de ppb) (Narukawa

et al., 2014; Sofuoglu et al., 2014; Peng et al., 2014).

2.1.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de fluorescéncia
atdmica com geracao de hidretos (HPLC-HG-AFS)
O HPLC-HG-AFS é uma técnica muito sensivel para a determinacdo de vapores de

hidretos de importancia ambiental como As, Hg, Sb, Se, Bi, Cd e Sn. As especificidades de
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cada estudo estdo relacionadas ao tipo de coluna, natureza do eluente, o preparo da amostra e a
interface entre 0 HPLC e 0 AFS (Chen e Belzile, 2010).

A Figura 7 apresenta um esquema geral de funcionamento de um HPLC-HG-AFS. A
bomba do HPLC (1) precisa ter qualidade para garantir a auséncia de ruidos no background. A
coluna de guard (2), tem a funcdo de proteger a coluna de impurezas. A coluna do HPLC (3) é
onde ocorre a separacao dos analitos de acordo com a interacdo dos mesmos com a fase mével
e com a fase estacionaria (4). A radiacdo UV (5 - opcional), acelera a oxidacdo de alguns
compostos organicos mas, em contrapartida, € lento ou ndo provoca oxidacao de outros (Chen
et al., 2005). O sistema de digestdo por micro-ondas (6) também pode auxiliar na oxidacao de
alguns compostos. Em 7 e 8 ocorrem a reacdo de reducédo, havendo também varia¢Ges no agente
redutor a ser utilizado de acordo com o0s compostos a serem analisados. Ocorre entdo a
separagao dos compostos volateis (hidretos) que sdo “carregados” por um fluxo de argonio (10)
até um separador gas liquido (9), no qual sdo separados do restante da matriz (liquida) que é
descartada através do tubo de drenagem (11). Os hidretos formados vdo para o atomizador. A
chama de argbnio-hidrogénio tem resultado em 6timos sinais para o sistema AFS e a atomizacéao
ndo esta relacionada com a decomposi¢do térmica mas sim com os radicais livres presentes na
chama (Sanches-Rodas et al., 2010). O vapor atdmico absorve a radiacdo de comprimento de

onda especifico e a radiacdo emitida posteriormente é detectada (12).

a)
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Figura 7. Representacdo geral esquematica de um sistema HPLC-HG-AFS. Chen e Belzile,
2010 (a) e foto do equipamento utilizado nesse trabalho (b). (1) bomba do HPLC e injecéo (2)
coluna de guard (opcional) (3) coluna do HPLC (4) bomba peristaltica para oxidacdo (opcional)
(5) sistema UV de foto-oxidacédo (opcional) (6) sistema de digestdo por micro-ondas (opcional)
(7) bomba peristaltica para o agente redutor (8) cdmara de reacao (9) separador gas-liquido (10)

fluxo de gas (Ar) (11) tubo de drenagem (12) detector.
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Os processos quimicos especificos dessa técnica estdo relacionados com as reacoes
quimicas especificas para cada elemento. A cinética dessas reacdes quimicas e a garantia de
que elas ocorram de forma completa séo os fatores primordiais para o controle da sensibilidade
da técnica e o0 sucesso da analise. Essas reaces quimicas ocorrem antes da deteccdo, em duas
etapas:

e Oxidagdo dos compostos organicos em compostos inorganicos.
Para a especiagdo do As, utiliza-se K2S>0g ou Na»S20g juntamente com radia¢do UV (Gomez-
Ariza et al., 2000; He et al., 2000). No entanto, a literatura mostra que, utilizando-se uma
concentracdo relativamente alta do borohidreto de sodio, DMA, MMA e As (V) podem ser
convertidos em espécies volateis para serem determinados via AFS ndo sendo necessaria a etapa
de oxidacao (Viland et al., 2000 e Narsito et al., 1990).

e Transformacdo das espécies de interesse para a valéncia adequada a formacdo de

hidretos ou espécies volateis.

NaBH4 + HCI + 3 H,O — H3BO3 + NaCl + 8 H® Eq. 2
8 H® + X™ — XHy + Haexcesso) Eq. 3
Onde m pode ou ndo ser igual a n e X é o elemento de interesse.
Nessa etapa esta a principal vantagem dessa técnica para especiacdo de arsénio: somente
os hidretos volateis sdo carregados para o detector atraves de um fluxo de gas de arraste e a
matriz da amostra € deixada no residuo liquido, eliminando assim, interferéncias no sistema de
deteccdo.
A formacdo de espécies volateis que possam atingir o detector, esta relacionada com a
concentracdo de NaBH4. Segundo Narsito et al. (1990) apenas quando a concentragdo de
NaBHjs se aproxima de 1,0 % (m/v), todo o As(V) forma espécies volateis e deixa a solugdo. A

solucdo de NaBHj4 é instavel e deve ser preparada para uso imediato. A sua estabilidade pode
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ser aumentada pela adicdo de hidroxido de sodio (NaOH) ou potéssio (KOH), necessitando de
filtracéo (0,45 um) para remover a turvagdo produzida pelo precipitado de carbonato (Baluja-
Santos e Gonzalez-Portal, 1992). O NaBH4 ndo forma um produto volatil com algumas espécies
de arsénio: arsenobetaina, arsenocolina, arseno-aglUcares e também compostos organo-
arsénicos industriais. Essas espécies precisam ser transformadas em arsénio inorganico para
serem determinadas como arsénio total (Barra et al., 2000). Arsenito e arseniato formam AsHs,
MMA forma CH3AsH, e DMA forma (CHs)2AsH (Le et al., 1994).

Com relacdo a escolha do &cido, Viland et al. (2000) mostrou que em uma concentragdo
6tima de borohidreto (1,5% (m/v)) com 2,0 mol L™ de HCI obtém-se um maior ganho de sinal
para as espécies As (111) e DMA que com uma solucdo 2,0 mol L™ de H2SOa. Para as demais
espécies (MMA e As (V)), nenhuma diferenca foi observada.

Apesar de estar crescendo o numero de trabalhos publicados utilizando essa técnica,
ainda ndo ha um instrumento robusto com parametros bem definidos para ser comercializado.
Existe muita variagdo com relacdo aos valores obtidos de sensibilidade para as espécies na
literatura de acordo com os parametros e configuracfes instrumentais de cada pesquisador.
Além disso, a pouca informacdo de especiacdo em materiais certificados dificulta o
desenvolvimento da técnica.

O AFS tem sensibilidade comparavel a outras técnicas (Chen e Belzile, 2010). Para a
determinacdo de As inorganico, Lindberg et al. (2007) comparou as técnicas HPLC-HG-ICP-
MS, HPLC-HG-AFS e HPLC-HGAAS ndo encontrando diferenca nos parametros analiticos
obtidos, sendo 0 HG-AFS o mais recomendado por possuir alta sensibilidade com menor custo,
sendo, portanto, mais acessivel. Além disso, 0 HPLC-ICP-MS é considerado um instrumento
de alto custo, tanto para aquisicdo quanto para manutencdo (Chen e Belzile, 2010).

2.2. Objetivos
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2.2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo principal desenvolver e validar um método analitico
para a especiacao de arsénio em amostras de arroz empregando HPLC-HG-AFS.

2.2.2. Objetivos especificos

- realizar a especiacdo das formas organicas e inérganicas de arsénio que apresentam toxicidade
significativa As(V), As(l11), acido monometilarsdnico (MMA\) e acido dimetilarsinico (DMA)
em amostras de arroz;

- otimizar o método HPLC-HG-AFS e estudar a influéncia dos seguintes fatores na resolucdo
dos cromatogramas: pH, forca idnica do tampéo, vazéo da fase movel, concentracdo de NaBH4
e concentracao de HCI,

- validar o método com as seguintes figuras de mérito: linearidade, coeficiente de determinacéo
(R?), precisdo, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e veracidade;

- aplicar o método a diferentes tipos de amostras de arroz e verificar a sua exatidao utilizando

a Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (HPLC-ICP-MS).

2.3. Experimental
2.3.1. Instrumentacéao

Um cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a um gerador de hidretos com
deteccdo via espectrometria de fluorescéncia atdmica (HPLC-HG-AFS) (PSAnalytical,
Excalibur) foi utilizado. A coluna é de troca aniénica da Hamilton PRPX-100. Os parametros
de operacdo utilizados apds os procedimentos de otimizacdo sdo os seguintes: pH 6,2 da fase
mével constituida de K,HPOs + KH,PO4; vazdo da fase movel igual a 0,57 mL min’;
concentracio da fase movel 20 mmol L*; concentragio de HCI 5,55 % v/v com vazéo de 2,5

mL min e concentracdo de NaBH4 0,90% m/v com vaz&o de 4,5 mL min™.
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Um espectrémetro de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) (Perkin
Elmer NexION 300XX) com nebulizador Meinhard foi utilizado com o0s seguintes parametros
de operagao: fluxo do plasma (argonio 99,999%) 15 L min, fluxo do gés auxiliar 1,20 L min-
! fluxo do oxigénio (99,99%) 0,6 mL min, fluxo do nebulizador 0,9 mL min, 20 varreduras

com tempo de permanéncia por leitura 75 ms.

2.3.2. Reagentes

Todos os reagentes foram utilizados como recebidos, sem nenhum processo de
purificacdo adicional. Foi utilizada agua purificada pelo sistema Milli-Q (Elix Technology,
Singapura/Asia) para o preparo de todos os padrdes e solugdes reagentes. Acido nitrico 65%
(Quimica Moderna, SP/Brasil), Acido cloridrico 37% fumegante (Quimica Moderna,
SP/Brasil), borohidreto de sddio (Sigma-Aldrich), hidréxido de sddio (Sigma-Aldrich), fosfato
de potéassio dibasico (K2HPO4) (Sigma-Aldrich), fosfato de potassio monobasico (KH2POa4)
(Sigma-Aldrich), arsenito de sodio (AsNaOz) 99,0% (Fluka), acido cacodilico (C2H7AsO-) 98%
(Sigma-Aldrich), metil arsenato de dissédico hexahidratado (CH3AsO(ONa)..6H.0) (Santa
Cruz Biotechnology), arsenato de sddio dibasico heptahidratado (HAsNa2O4.7H20) 98,0%
(Sigma-Aldrich), arsénio 1000 mg L com 2% HNO3 (SPEX CertiPrep), padréo interno de itrio
1000 mg L (SPEX CertilPrep). O material de referéncia certificado analisado foi o NIST SRM
1568b (National Institute of Standards and Technology, NIST, USA) contendo 180 + 12 ppb

de DMA, 11,6 £ 3,5 ppb de MMA e 92 £ 10 ppb de As inorganico.

2.3.3. Amostragem
As amostras de arroz foram adquiridas em supermercados locais, as marcas ndo serdo

citadas pois ndo é o objetivo do trabalho estabelecer essa relacdo. Inicialmente, todas as
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amostras de arroz foram congeladas rapidamente utilizando nitrogénio liquido e moidas em
blender (Cuisinart) até que 90 % passasse em uma peneira de 300 pum (Viatest GmbH). A
transformacdo do arroz em um pé fino é importante para melhorar a eficiéncia da extragdo.
Apos essa etapa foi feito o quarteamento até a obtencdo de uma fracdo proxima de 10 g. As

amostras foram guardadas em temperatura ambiente, longe de fontes de luz e calor.

2.3.4. Procedimento de extragdo para especiacdo em HPLC-HG-AFS

Pesou-se 1,0000 g de amostra moida de arroz em tubos de vidro e adicionou-se 10,0000
g de HNO3 0,280 mol L. Os tubos foram colocados em banho termostatico com circulagéo de
agua (HAAKE, N3) a 91,7 °C, durante 1 hora e 30 minutos. Ao final desse tempo, os tubos
foram retirados do banho e nota-se uma alteracdo da cor que antes era branca (po de arroz) e,
ao final da extracéo torna-se bem amarelada (Figura 8). Os tubos foram deixados em repouso
para resfriamento a temperatura ambiente. Apos o resfriamento, os tubos foram centrifugados
(Excelsa Baby I1, 206 R) e o extrato filtrado, utilizando-se para isso filtros de seringa contendo
uma membrana de 0,22 micra, acoplados a uma seringa de 10,0 mL. Na sequéncia, foi realizada
a adicdo dos padrdes de arsénio, na qual foram pesados 4,0000 g do extrato filtrado e 1,0000 g
de padréo em acido nitrico, contendo as 4 especies de arsénio a serem estudadas e, totalizando
5,0000 g de amostra.

A fortificacdo das amostras com padrdes de arsénio foi feita levando-se em consideracao
o limite de detec¢do do método para cada espécie estudada, a sensibilidade e uma estimativa do
teor presente inicialmente de cada espécie de arsénio na amostra. Essa estimativa é obtida
através da injecdo no HPLC-HG-AFS de um extrato puro da amostra a ser estudada (com teor

desconhecido de arsénio) e comparando-se, por uma relacdo diretamente proporcional, a
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intensidade do sinal obtido com a intensidade do sinal de um padr&o 10,00 ppb de cada espécie

de arsénio.

Apbs a fortificacdo das amostras com padrdes de arsénio, as amostras foram
homogeneizadas e colocadas em banho ultrassénico (Biociclo Instrumentos Cientificos) por 20
minutos. Ao final, as amostras sdo injetadas no HPLC-HG-AFS. A Figura 8 ilustra de forma

esquematica o procedimento utilizado.

Adicéo de 10,0000 g

de HNO;
=
Q5280ioLE Banho termostatico a
y —_— 91,7 °C por 90 min

AT

1,0000 g da amostra
de arroz moida e
peneirada (300 pum)

b Filtragem das .
M | | amostras em |
Wi membrana 0,22 ym 4

J .JI‘/“ \ P . S 1

Leitura no HPLC-HG-AFS

Figura 8. Procedimento experimental de extracdo para especiacdo de arsénio em HPLC-HG-

AFS

2.3.5. Extracdo em microondas para determinacao de arsénio total em ICP-MS
Foi pesado 0,2000 g de amostra e esta foi transferida para um frasco no qual foi
adicionado 2 mL de acido nitrico bidestilado. As amostras foram levadas para digestdo em

micro-ondas (Millestone Ethos One) conforme rampa de aquecimento mostrada na Tabela 3:

Tabela 3. Programa de aquecimento para digestdo das amostras de arroz em micro-ondas

Tempo (min) E(W) programada Temperatura (°C)
10 min 1500 180
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15 min 1500 180
30mn e resfriamento até 38°C

Apos o resfriamento do microondas (38 °C) as amostras foram retiradas e deixadas em
repouso para resfriamento a temperatura ambiente. Apos o resfriamento completo, o material
digerido foi transferido quantitativamente e o volume final aferido em tubos de polipropileno
de 50 mL (tipo Falcon), lavando-se o frasco PTFE (politetrafluoretileno) com agua Milli-Q
(18.2 MQ cm™). Posteriormente, as amostras foram armazenadas em geladeira a 4 °C até o
momento da leitura antes da qual é feita a adicdo de 0,1 mL do padrdo interno itrio (50 ppb)
com posterior homogeneizacgdo. Por fim, as amostras foram analisadas no ICP-MS utilizando

amostrador automatico.

2.3.6. Procedimento para determinagdo dos principais parametros para validacdo do
método
2.3.6.1 Limite de deteccéo (LD)

O limite de deteccdo (LD) é um parametro importante quando o estudo envolve analise
de amostras com baixas concentracdes do analito pois deve-se saber qual € o menor valor do
analito que pode ser detectado pelo método. O objetivo é saber em que nivel a deteccdo do
analito pode ser distinguida do sinal do ruido. Para o calculo do LD foram utilizadas 7 replicatas
do branco e a equacgdo 4 na qual DPpranco COrresponde ao desvio padrdo do branco.

3,3 x DPbranco Eqg. 4

LD = ——— "
inclinacao da curva analitica

2.3.6.2 Limite de quantificacdo (LQ)
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O limite de quantificacdo (LQ) ou limite de determinacdo pode ser considerado, na
pratica, como sendo o padréo de calibragdo de menor concentragdo (excluindo o branco), ou
pode ser calculado utilizando-se a média e o desvio padrdo dos brancos. Para o calculo do LQ
foram utilizadas 7 replicatas do branco e a equacgdo 5 na qual DPyranco COrresponde ao desvio
padréo do branco.

10 x DPbranco Eqg. 5
inclinacao da curva analitica

2.3.6.3 Efeito de matriz

Foi feito o estudo do efeito de matriz através do qual buscou-se averiguar possiveis
interferéncias causadas pelas substancias que compdem a matriz da amostra em estudo por meio
de diminuicdo ou ampliacdo do sinal da resposta instrumental. Como néo dispunhamos de um
extrato de matriz branca (sem o analito), optamos por comparar a quantificacdo do analito na
amostra desconhecida por calibracdo externa (utilizando o analito em solvente puro) com uma
curva de calibracdo feita utilizando-se os extratos das amostras desconhecidas fortificadas com

padrdes em &cido nitrico, como recomenda o Guia do INMETRO.

2.3.6.4. Precisao

A precisdo, segundo o Guia do MAPA, é uma estimativa da dispersdo de resultados
entre ensaios independentes e pode ser expressa de trés formas: por meio da repetitividade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade. Nesse estudo, a precisdo foi avaliada por meio da
repetitividade e consistiu no preparo e analise de nove padrbes (trés niveis de concentracdo em

triplicata) constituidas de solvente (HNO3 0,28 mol L) contendo o analito.
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A precisao foi avaliada por meio do célculo do coeficiente de variacdo (CV), também
conhecido como desvio padréo relativo (DPR), de acordo com a equagdo 6 na qual s
corresponde ao desvio-padrdo e x a concentragdo média determinada:

S
CV = DPR = — x 100 Eq. 6

2.3.6.5. Veracidade

A veracidade do método proposto foi avaliada através da especiacdo de As em um
material de referéncia certificado NIST 1568b Rice Flour. De acordo com o Guia do Inmetro
s80 necessarios, no minimo, cinco niveis de concentragdo para a construcao da curva analitica
e 0 numero de replicatas deve ser 0 mais proximo possivel daquele empregado na rotina do
laboratério. Dessa forma, as curvas analiticas foram todas construidas com seis niveis de
concentracdo. No entanto, pelo fato de que cada leitura no HPLC-HG-AFS dura cerca de 20

minutos, foi feito em duplicata para cada nivel de concentracéo.

2.4. Resultados e discussao

Esse trabalho foi desenvolvido tendo como ponto de partida os conhecimentos prévios
do Grupo INCT-Acqua (Ciminelli et al., 2016) que estuda, ha alguns anos, a contribuicdo da
ingestdo de alimentos na contaminacdo humana por arsénio. Quando se faz um estudo de
especiacdo ha a preocupacdo em preservar as espécies organicas e inorganicas presentes e, nesse
sentido, baseado nos estudos de Huang et al., (2010), Farias et al., (2015) e Batista et al., (2011),
0 grupo ja havia percebido que uma extragdo utilizando HNO3 0,28 mol L™ a 95 + 3 °C por
cerca de 90 minutos preserva todas as espéecies de arsénio e permite uma recuperacao

quantitativa das mesmas. Verificou-se que essa mesma extracdo durante um periodo de tempo
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maior (120 minutos) provoca a reducao do As (V) em As (I11) (Farias et al., 2015). Além disso,
a concentracdo de HNO; deve estar entre (0,2 e 0,7 mol L), evitando a reducéo de As (V) por
compostos de enxofre e a oxidagdo do As (I11) devido a interagdo do HNOs3 e os extratos da
matriz (Huang et al., 2010).

O grupo ja havia verificado também que temperaturas maiores que 95 + 3 °C diminuiam
a eficiéncia da extracdo. No entanto, esse procedimento de extragéo era feito em bloco digestor
e percebemos que a extragdo em banho termostético foi mais eficiente garantindo uma melhor
repetibilidade entre as replicatas.

O cromatograma abaixo ilustra a sequéncia de deteccdo das espécies de arsénio. A
separacdo das espécies é feita atraves de uma coluna de troca anibnica ja que a maioria das
espécies de arsénio apresentam-se em solucdo como especies neutras ou ions negativos,
dependendo do pH (Sanchez-Rodas et al., 2010). Dessa forma, como consequéncia da interacao
entre analito < fase estacionaria e analito < fase movel, pode-se observar no cromatograma
da Figura 9 que a espécie de menor carga sai da coluna primeiro (As (111)) e a espécie de maior

carga (As (V)) fica retida na coluna por mais tempo.

80 -
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—~ 504
>
S
= 404
©
c
& 304
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Figura 9. Separacao cromatografica das quatro espécies de arsénio em estudo (10 ppb de cada

espécie em solucio aquosa contendo HNOs 0,28 mol L)

Como se observa na Figura 9, as eficiéncias de formacdo de hidreto sdo diferentes.
Apesar de todas as espécies terem concentragdo 10 ppb na amostra em estudo, o sinal relativo
a cada uma das espécies tem altura e areas distintas. Esse € um comportamento ja descrito na

literatura como se observa nos trabalhos de Gomez-Ariza et al., (2000) e Farias et al., (2015).

2.4.1. Otimizacao do método

A otimizagdo do metodo teve como objetivo determinar as condi¢des nas quais ha uma
sensibilidade adequada e melhor separacéo das espécies, acarretando em exatiddo adequada dos
resultados. Estudou-se a influéncia dos seguintes fatores na resolucdo dos cromatogramas: pH
(5,7;5,9; 6,2; 6,5 € 6,7); concentracdo da fase movel (15; 17,5; 20; 22,5 e 25 mmol L?); vazéo
da fase mdvel (0,44; 0,50; 0,57; 0,64 e 0,70 mL min™); concentracdo de HCI (4,6; 5,6; 6,5; 7,4
e 8,3% v/v) e concentragdo de NaBH4 (0,70; 0,80 e 0,90 % m/v). A resolucdo dos
cromatogramas obtidos foi avaliada de forma visual e por meio do calculo da resolucéo de
acordo com a equacéo 4:

_ 2(tgz — tr1) Eq. 4
(wy +wy)

R1,2
na qual tr = tempo de retengdo e w = largura da base.
Os valores fixos dos outros parametros experimentais da otimizagédo univariada sao: pH

6,2, fase movel KoHPO4/KH2POs 20 mmol L™, vazdo da fase mével 0,57 mL min?,

concentracéo de HCI 5,6 % (v/v), concentragdo de NaBH4 0,9 % (m/v) em NaOH 0,1 mol L?)
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2.4.1.1. Estudo do pH
Inicialmente foi feito o estudo da influéncia do pH na resolucéo do cromatograma como

é mostrado na Figura 10. Foram avaliados os seguintes valores de pH: 5,7; 5,9; 6,2; 6,5 € 6,7.
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Figura 10. Cromatograma obtido do padréo das espécies de arsénio 10 ppb em acido nitrico
para diferentes valores de pH (fase movel KoHPO4/KH2PO4 20 mmol L com vazéo 0,57 mL

mint, HCI 5,6 % (v/v), NaBH4 0,9 % (m/v) em NaOH 0,1 mol L)

Tabela 4. Célculo da resolucdo em funcéo do pH (padréo das espécies de arsénio 10 ppb em
nitrico, fase mével KoHPO4/KH2PO4 20 mmol L com vazdo 0,57 mL min*, HCI 5,6 % (v/v),

NaBH; 0,9 % (m/v) em NaOH 0,1 mol L)

pH
5,7 5,9 6,2 6,5 6,7
Aslll/DMA 10%0,2 2,49 2,0+£0,2 2,565 + 0,007 2,46
DMA/ MMA 8.0+02 1,62 2,6 £0,5 1,08 £ 0,02 0,97
MMA / As V 7,17 7,7+£0,7 6,96 + 0,08 6,57

Como pode ser observado na Figura 10 e na Tabela 4, a separacdo das espécies de
arsénio é dependente do pH. Na Tabela 4 foi apresentado os valores obtidos para resolu¢do em

funcdo do pH, utilizando a equacéo 4, e foram destacados os melhores valores obtidos.
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Em pH neutro, As (V) (pkal = 2,3; pka 2 = 6,8; pka 3 = 11,6), MMA (pkal = 3,6; pka
2 = 8,2) e DMA (pkal = 6,2) estdo presentes como anions e o As (I11) (pKa = 9,3) como uma
espécie ndo carregada (Le et al., 1993). Segundo Lopez et al, a sensibilidade para As (I11) varia
pouco numa grande faixa de concentracdo acida. Ja para As (V) respostas so sdo obtidas quando
a concentracio acida é alta, entre 4,0 e 5,0 mol L™ pois 0 As (V) é reduzido a As (111) antes da
conversdo em AsHs e o potencial de reducédo para esta reacao é dependente da cinética e do pH.
Para MMA e DMA, a sensibilidade cai para concentracdes acidas acima de 0,025 mol L™ em
HCI (Baluja-Santos e Gonzalez-Portal, 1992) ou 0,1 mol L™* em HCI (Le et al., 1994).

Como pode ser observado na Tabela 4, em pH 5,9 (resolucédo 2,49) e 6,5 (resolugéo
2,565) foi possivel separar as espéecies As (111) e DMA, no entanto, as espécies DMA e MMA
coeluiram. O cromatograma no qual houve uma melhor separacdo entre DMA - MMA e MMA
- As (V) garantindo também a separacéo entre As (111) e DMA foi obtido em pH 6,2. Portanto,

essa foi a condigdo utilizada para o estudo da concentracdo da fase movel.

2.4.1.2. Estudo da concentracdo da fase movel

Utilizando o valor 6timo obtido com o estudo do pH, foi feito o estudo da influéncia da
concentracdo da fase mdvel na resolugdo do cromatograma como € mostrado na Figura 11.
Foram avaliados os seguintes valores de concentracdo da fase movel KoHPO4/KH2PO4: 15;

17,5: 20: 22,5 e 25 mmol L.
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Figura 11. Cromatograma obtido do padréo das espécies de arsénio 10 ppb em &cido nitrico
para diferentes valores de concentracdo da fase movel (pH 6,2; vazdo da fase movel 0,57 mL

mint, HCI 5,6 % (v/v), NaBH4 0,9 % (m/v) em NaOH 0,1 mol L%)

Tabela 5. Calculo da resolucdo em fungdo da concentracdo da fase movel (padréo das espécies
de arsénio 10 ppb em nitrico, pH 6,2, vazdo da fase mével 0,57 mL min, HCI 5,6 % (V/v),

NaBH; 0,9 % (m/v) em NaOH 0,1 mol L)

Concentracdo da fase mével (mmol L)

15 17,5 20 22,5 25
Aslll/DMA 1,27 +0,04 1,8+0,1 20+0,.2 1,901 2,2+04
DMA / MMA 1,0+0,1 1,96 +0,9 2,6 +0,5 2,58 +£0,08 16+0,3
MMA / AsV /+1 5,9+0,6 7,7+0,7 6,36 + 0,02 6,5+0,2

Como pode ser observado na Figura 11 e na Tabela 5, a separacdo das espécies de
arsénio € dependente da concentracdo da fase mdvel. Na Tabela 5 foi apresentado os valores
obtidos para resolucao em funcéo da concentracdo da fase movel em pH 6,2 e foram destacados

os melhores valores obtidos. Como se observa nos cromatogramas, quando a concentracao é
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baixa (15 mmol L), hd uma coeluicdo entre as espécies As (I111), MMA e DMA. O mesmo
efeito ocorre quando a concentracdo da fase movel aumenta muito, como se observa entre o
DMA - MMA a 25 mmol L2,

Apesar de que a 22,5 mmol L houve um aumento do sinal para todas as espécies
implicando em aumento da sensibilidade, a resolucdo entre os picos As (I11) e DMA foi menor
como pode ser observado na Tabela 5. O cromatograma no qual houve uma melhor resolucéo
foi obtido com concentracéo da fase mével 20 mmol L. Portanto, essa foi a condicéo utilizada

para o estudo da vazdo da fase mével.

2.4.1.3. Estudo da vazéo da fase movel

Utilizando os valores 6timos obtidos com o estudo do pH (6,2) e concentracdo da fase
mével (20 mmol L), foi feito o estudo da influéncia da vazdo da fase mével na resolugéo do
cromatograma como € mostrado na Figura 12. Foram avaliados os seguintes valores de vazéo

da fase mével: 0,44 mL min, 0,50 mL min?, 0,57 mL min, 0,64 mL min™, 0,70 mL min.
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Figura 12. Cromatograma obtido do padréo das espécies de arsénio 10 ppb em acido nitrico

para diferentes valores de vazdo da fase movel (pH 6,2; concentracdo da fase movel 20 mmol

L, HCI 5,6 % (v/v), NaBH4 0,9 % (m/v) em NaOH 0,1 mol L™?)

Tabela 6. Calculo da resolucdo em fungdo da vazdo da fase mdvel (padrédo das espécies de

arsénio 10 ppb em nitrico, pH 6,2, fase mdével KoHPO4/KH2PO4 20 mmol L?, HCI 5,6 % (v/v),

NaBH; 0,9 % (m/v) em NaOH 0,1 mol L)

Vazao da fase mével (mL min™)

0,44 0,50 0,57 0,64 0,70
Aslll/DMA  2,34+0,08 2,21 £ 0,07 2,0+0,2 1,8+0,2 19+04
DMA / MMA 1,4+0,1 1,61 + 0,06 2,6 +0,5 19+04 1,707
MMA / AsV 6,9+0,1 6,235 + 0,007 7,7+0,7 59+0,9 6,25+ 0,4

Como pode ser observado na Figura 12 e na Tabela 6, a separacdo das espécies de

arsénio é dependente da vazdo da fase mével. Na Tabela 6 foi apresentado os valores obtidos

para resolucdo em funcdo da vazdo da fase movel, fixando os valores 6timos obtidos para pH
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(6,2) e concentracdo da fase mével (20 mmol L) e foram destacados os melhores valores
obtidos.

A vazdo da fase movel esta relacionada com o tempo de permanéncia das espécies no
interior da coluna o que interfere diretamente na separacdo das mesmas. Para vazGes muito
baixas (maior tempo das espécies no interior da coluna) espera-se que haja uma boa separacao,
porém se esse tempo for muito grande pode ser que o pico fique largo e haja, consequentemente,
uma diminuicdo do sinal. Para vazdes muito altas as espécies ficardo menos tempo no interior
da coluna o que pode n&o ser suficiente para que haja uma separa¢do adequada dos picos como
se observa na vazdo 0,70 mL min™. Dessa forma, € importante um compromisso nesse sentido
com relacéo a vazdo e separacao das espécies objetivando uma boa resolugdo cromatogréafica.

Como pode ser observado na Tabela 6 o cromatograma no qual houve uma melhor
separacdo entre DMA - MMA e MMA - As (V) garantindo também a separacéo entre As (111)
e DMA foi obtido com vazédo 0,57 mL min™. Farias et al., (2015) também utilizou essa mesma

vazdo da fase moével.

2.4.1.4. Estudo da concentracéo de HCI

Utilizando os valores 6timos obtidos com o estudo do pH, concentragéo e vazédo da fase
movel, foi feito o estudo da influéncia da concentracdo de HCI na resolucéo do cromatograma
como é mostrado na Figura 13. Foram avaliados os seguintes valores de concentracéo de HCI:

4,6 (% vIv), 5,6 (% VIVv), 6,5 (% VIV), 7,4 (% VIV) e 8,3 (% VIV).
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Figura 13. Cromatograma obtido do padréo das espécies de arsénio 10 ppb em acido nitrico

para diferentes valores de concentracdo de HCI, (pH 6,2; concentragéo da fase movel 20 mmol

L?, vazdo da fase mdvel 0,57 mL min*, NaBH4 0,9 % (m/v) em NaOH 0,1 mol L™).

Tabela 7. Célculo da resolucdo em fungdo da concentracdo de HCI (padrdo das espécies de

arsénio 10 ppb em nitrico, pH 6,2, fase mével K;HPO4/KH,PO4 20 mmol L™ com vazdo 0,57

mL min?, NaBH4 0,9 % (m/v) em NaOH 0,1 mol L™?)

HCI (% viv)

4,6 5,6 6,5 7,4 8,3
As |11/ DMA 2,2+0,1 20+0,.2 1,6 £0,2 1,3+0,1 1,12 + 0,05
DMA / MMA 2,1+0,8 2,6 0,5 2,2+0,2 19+04 1,94 £ 0,07
MMA / AsV 14 +3 7,707 15+13 45+0,3 14,0+ 0,7

Como pode ser observado na Figura 13 e na Tabela 7, a separacdo das espécies de

arsénio e a formacdo dos hidretos € dependente concentracdo de HCI. Na Tabela 7 foi

apresentado os valores obtidos para resolucdo em funcdo da concentracdo de HCI, fixando os
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valores 6timos obtidos para pH (6,2), concentracdo da fase mdvel (20 mmol L) e vazdo da
fase movel 0,57 mL min*e foram destacados os melhores valores obtidos.

Por ser um dos reagentes envolvidos na reacdo de formacgdo dos hidretos volateis que
irdo para o detector, como é mostrado nas equagdes 2 e 3 deste trabalho, é importante que a
concentracdo utilizada de HCI seja suficiente para ocorréncia completa da reacdo quimica. No
meio menos &cido, 4,6 % v/v, observa-se uma perda de sinal para as espécies As (111), MMA e
As(V). Na concentracdo 5,6 % v/v, esses sinas sdo intensificados. Além disso, como pode ser
observado nos cromatogramas a concentracdo de HCI também interfere na resolucdo dos
cromatogramas. Em concentracGes mais elevadas (7,4 e 8,3 % v/v) os picos As (111), DMA e
MMA coeluiram e na concentracéo 5,6 % v/v obteve-se uma melhor resolucdo entre DMA -
MMA e uma segunda melhor resolucéo entre As (I11) - DMA. Portanto, essa foi a concentracéao

de HCI utilizada no estudo da influéncia da concentra¢do de NaBHa.

2.4.1.5. Estudo da concentracdo de NaBH4

Utilizando os valores 6timos obtidos com o estudo do pH, concentragéo e vazdo da fase
movel e concentracdo de HCI, foi feito o estudo da influéncia da concentracdo de NaBHa4 na
resolucdo do cromatograma como é mostrado na Figura 14. Foram avaliados os seguintes

valores de concentracdo de NaBHa: 0,70 (% m/v), 0,80 (% m/v) e 0,90 (% m/v).
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Figura 14. Cromatograma obtido do padréo das espécies de arsénio 10 ppb em acido nitrico
para diferentes valores de concentragdo de NaBH4 em NaOH 0,1 mol L™ (pH 6,2; concentragéo

da fase mdvel 20 mmol L, vazdo da fase mdvel 0,57 mL min™, HCI 5,6 (% v/v))
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Tabela 8. Célculo da resolucdo em funcdo da concentracdo de NaBH. (padrdo das espécies de
arsénio 10 ppb em nitrico, pH 6,2, fase mével K;HPO4/KH,PO4 20 mmol L com vazdo 0,57

mL min?, HCI 5,6% (Vv/v))

NaBHa (% miv)

0,70 0,80 0,90
As 111/ DMA 2,06 + 0,02 2,02 +0,04 2,0+0,.2
DMA / MMA 2,18 + 0,06 2,46 + 0,09 26+05
MMA / As V 10+3 55%06 7,7+0,7

Como pode ser observado na Figura 14 e na Tabela 8, a separacdo das espécies de
arsénio e a formacdo dos hidretos é dependente concentracdo de NaBH.s. Na Tabela 8 foi
apresentado os valores obtidos para resolugcdo em funcdo da concentracdo de NaBHs, fixando
os valores 6timos obtidos para pH (6,2), concentracdo da fase movel (20 mmol L), vazdo da
fase mével 0,57 mL min™ e concentracgéo de HCI (5,6% (v/v)) e foram destacados os melhores
valores obtidos.

Assim como o HCI, a concentracdo de NaBHj estd diretamente relacionada com a
formacdo das espécies volateis que irdo para o detector. E importante que a concentracio
utilizada seja suficiente para ocorréncia completa da reacdo quimica de formacao dos hidretos.
De acordo com Narsito et al, apenas quando a concentracdo de NaBH4 se aproxima de 1,0 %
(m/v), todo o As (V) forma espécies volateis e deixa a solucdo. Além da resolucéo
cromatografica ter sido melhor para a concentracao 0,90% (m/v), observa-se também um ganho
de sinal para as espécies As (Il1I), MMA e As (V) com o aumento da concentracdo de
borohidreto de sodio indicando que nessa condicdo a reacdo esta sendo completa. Farias et al.
também utilizou NaBH. 0,9% (m/v) em NaOH 0,1 mol L1,

As condicbes experimentais otimizadas, pH da fase méve 6,2, concentracdo da fase
mével K;HPO4/KH2PO4 20 mmol L, vazdo da fase mével 0,57 mL min’t, concentragio de
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HCI 5,6 % (v/v) e concentragio de NaBH4 0,9 % (m/v) em NaOH 0,1 mol L™ foram utilizadas
nos experimentos para determinacdo do teor de cada espécie de arsénio nas amostras

desconhecidas.

2.4.2. Validacdo do método

Posteriormente, com o objetivo de confirmar que o método proposto é adequado para
especiagdo de arsénio em amostras de arroz, foi feita a validagéo e os principais parametros
avaliados esté@o apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Principais figuras de mérito do metodo proposto

Figuras de mérito As(111) DMA MMA As(V)
Faixa linear (ppb) 1,59 -20,0 1,12 -50,0 0,26 — 20,0 4,81 —-30,0
R? 0,9998 0,9995 0,9997 0,9985
Precisdo % (n = 3) 2,15 (14 ppb) 1,57 (14 ppb) 2,56 (16 ppb) 6,88 (23 ppb)
LD (ppb) 0,48 0,33 0,08 1,44

LQ (ppb) 1,59 1,12 0,26 4,81

Rz2: coeficiente de correlacdo linear, LD: limite de detec¢do, LQ: limite de quantificagdo.

Esse estudo de validacdo seguiu como referéncia o Guias de Validacdo e Controle da
Qualidade Analitica do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagédo e Qualidade Industrial

(Inmetro - 2016) e do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA - 2011).

2.4.2.1. Linearidade

Primeiramente, buscou-se verificar a relacdo entre a concentracdo do analito em estudo
e a area do pico do cromatograma observando se ha linearidade no método. Para isso, foi feita
a leitura de 15 padr6es contendo diferentes concentracdes das espécies de interesse (Tabela 10).

Tabela 10. Investigacdo da linearidade do método
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Padroe  Conc Area Conc Area Conc Area Conc Area

s (Aslll) As(ll) (DMA) DMA (MMA) MMA (AsV) As(V)
ppb ppb ppb ppb

PO 0 0 0 0 0 0 0 0
P1 0,3 0,1 0,3 0,0 0,4 0,0 16 0,0
P2 0,6 0,3 0,6 0,1 08 0,2 31 1,1
P3 0,9 0,7 0,9 0,4 1,2 0,3 4,6 1,2
P4 1,2 0,9 1,2 0,6 1,7 0,6 6,1 2,2
P5 2.1 1,9 2,0 1,2 2.8 1,1 10,3 4,7
P6 6,2 6,3 6,2 4,7 8,4 78 31,1 14,0
P7 10,4 10,3 10,4 7.1 14,1 12,0 51,7 22,6
P8 15,4 13,5 15,4 9,4 21,1 16,7 77,3 37,9
P9 20,5 19,3 20,4 12,5 27,9 20,7 10,9 47,9
P10 30,7 28,0 30,6 20,4 42,0 36,9 1534 791
P11 50,7 64,0 51,6 51,1 83,2 86,5 1857 12372
P12 70,8 90,1 72,1 71,9 1145 1236 2170 1494
P13 91,1 1252 927 79,7 1452 1360 2476 1575
P14 110,6  138,7 112,6 1085 1754 1780 2787 1984
P15 1305 2557 1328 2258 2069 3958 3063 2598

Ao final foi construido um grafico no qual as concentracdes das espécies foram plotadas
no eixo X e a area dos picos dos cromatogramas obtidos no eixo Y, e os resultados deste estudo

sdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Estudo da linearidade para cada espécie de arsénio

Dentro da faixa de trabalho determinou-se a faixa de resposta linear ou faixa linear para
cada espécie de arsénio: As (111) 1,59 — 20 ppb, DMA 1,12 — 50 ppb, MMA 0,26 — 20 ppb e As
(V) 4,81 — 30 ppb. O fator limitante inferior da faixa linear é o limite de quantificacdo (LQ),
como pode ser observado na Tabela 9. O fator limitante superior da faixa de trabalho esta
relacionado ao sistema de resposta do equipamento de medicdo (Guia Inmetro - 2016). Apos
verificar que ha uma regido na qual o método responde de forma linear, determinou-se a faixa
de trabalho que deve compreender a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio é proposto. A
concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar no centro da faixa

de trabalho (Guia Inmetro - 2016).

2.4.2.2. Limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram obtidos conforme descrito nos tdpicos

2.3.6.1 € 2.3.6.2. Os valores de LD obtidos para cada espécie foram: As (111) (0,48 ppb), DMA
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(0,33 ppb), MMA (0,08 ppb) e As (V) (1,44 ppb) e os valores de LQ obtidos para cada espécie

foram: As 111 (1,59 ppb), DMA (1,12 ppb), MMA (0,26 ppb) e As V (4,81 ppb).

2.4.2.3. Efeito de matriz

O estudo do efeito de matriz foi feito conforme descrito no topico 2.3.6.3. Na Figura 16
sdo apresentadas as curvas analiticas de calibracdo externa para cada espécie de arsénio em
acido nitrico e as curva de calibracdo feitas utilizando-se o0s extratos das amostras

desconhecidas fortificadas com padrdes em éacido nitrico.
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Figura 16. Curvas analiticas de calibracdo externa para cada espécie de arsénio em acido nitrico
(@) e curvas de calibracdo feitas utilizando-se os extratos das amostras desconhecidas

fortificadas com padrbes em acido nitrico (b).

Através do teste F, foi verificado se 0s dois desvios-padrdo obtidos usando métodos
diferentes de curva de calibracdo sdo significativamente diferentes entre si. Observa-se na
Tabela 11 que F calculado < F tabelado (95%) para as curvas obtidas para determinacao das

espécies As (111), As (V) e DMA, ndo havendo portanto diferenca significativa entre os desvios-
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padréo. No entanto, para 0 MMA, F calculado > F tabelado (95%), e, portanto, os desvios-

padréo séo significativamente diferentes um do outro.

Tabela 11. Comparacgéo dos desvios-padrdo com o teste F.

Espécie Desvio padréao Desvio padréo F calculado
(curva em acido nitrico) (curva no extrato)

As (I11) 0,0245 0,0259 1,1107
As (V) 0,0255 0,0489 3,6921
DMA 0,0428 0,0354 1,4634
MMA 0,0171 0,0590 11,9192

Para as espécies As (I11) e As (V), F critico (95%) = 5,0503, para a espécie DMA, F critico (95%) = 6,2561 e para
a espécie MMA, F critico (95%) = 5,1922.

Posteriormente, calculou-se o teste t de student (Tabela 12) para avaliar se 0s
coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas por métodos diferentes sao

significativamente iguais ou diferentes.

Tabela 12. Comparacdo dos coeficientes angulares com o teste t.

Espécie Inclinacdo Inclinacao t calculado
(curva em acido nitrico) (curva no extrato)

As (1) 1,8262 1,8947 -2,0530
As (V) 1,3283 1,0965 6,0231
DMA 1,4442 1,2447 3,3393
MMA 1,3832 1,2928 3,3118

Para as espécies As (I11) e As (V), t tabelado (95%) = 2,228 e para as espécies DMA, t tabelado (95%) = 2,262 e
MMA, t tabelado (95%) = 2,776.
Como ot calculado foi maior que o t tabelado (95%) para as curvas espécies das espécies

As (V), DMA e MMA, conclui-se que os coeficientes angulares obtidos sdo diferentes e,
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portanto, foi verificada a existéncia do efeito de matriz e a necessidade de utilizar o método da

adicdo de padrédo para anélise das amostras de arroz.

2.4.2.4. Precisao
O estudo da precisédo foi feito conforme descrito no topico 2.3.6.4. A Tabela 13 mostra
0s resultados obtidos para a precisdo

Tabela 13. Estudo da preciséo

Concentraco das espécies de arsénio pg L™

Padrdes sintéticos As (111) DMA MMA As (V)
padréo 1 3,67 3,67 4,33 6,54
padréo 1 3,58 3,65 4,16 5,52
padréo 1 4,01 4,29 4,64 5,14
X padrdo 1 3,75 3,87 4,38 5,73
s padréo 1 0,23 0,36 0,24 0,72
CV padréo 1 6,07 9,44 5,56 12,65
padréo 2 8,23 7,36 8,97 17,39
padrédo 2 8,69 8,29 10,16 15,20
padrdo 2 8,80 8,73 11,53 17,35
X padrdo 2 8,57 8,13 10,22 16,64
s padréo 2 0,30 0,70 1,28 1,26
CV padrdo 2 3,49 8,63 12,52 7,54
padrdo 3 13,42 13,78 16,44 22,25
padrédo 3 13,90 13,39 15,66 22,36
padrdo 3 13,37 13,43 15,83 25,44
X padrdo 3 13,56 13,53 15,97 23,35
s padrédo 3 0,29 0,21 0,41 1,81
CV padrdo 3 2,15 1,57 2,56 7,76

x: média, s: desvio padrdo, CV: coeficiente de variacéo.
2.4.2.5. Veracidade

O estudo da veracidade foi feito conforme descrito no topico 2.3.6.5. Os resultados
obtidos experimentalmente da especiacdo do material de referéncia certificado, utilizando o
método proposto, foram comparados com os valores contidos no rétulo do NIST 1568b (arsénio
inorganico total (As 1 + As VV =92 + 10 ppb), DMA (180 £ 12 ppb) e MMA (11,6 + 3,5 ppb)).

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 14 abaixo:
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Tabela 14. Avaliacéo da exatiddo do método proposto

Material certificado Aslll  AsV DMA MMA As total AFS
Roétulo NIST 1568b 92 +10 180+12 11,635 285+ 14
Experimento NIST 1568b 57,4 40,7 173,8 11,6 283,5
Erro Relativo 6,63% 3,44% 0 0,53%

Para avaliar a exatiddo foi calculado o erro relativo (ER), expresso em porcentagem por
meio da expressdo abaixo na qual X € 0 valor obtido experimentalmente e Xy € o valor
certificado, aceito como verdadeiro.

_ Xlab - Xv EQ- 7

ER
Xy

x 100

Como pode ser observado na Tabela 14, o erro relativo para o resultado do As inorgénico
total foi de 6,63%, DMA 3,44%, MMA 0% e As total 0,53%, ou seja, muito baixo, mostrando
a exatiddo do método proposto.

Segue abaixo a Figura 16 que apresenta as curvas analiticas referentes a especiacdo do
NIST 1568b (Tabela 14). Devido a fortificacdo dos extratos de arroz antes da analise via HPLC-
HG-AFS, o valor da concentragédo de cada espécie de arsénio é obtido por meio da equacédo da
regressdao da curva analitica. Posteriormente, para determinar a concentracao das espécies de
arsénio no grdo de arroz, as diluicdes realizadas durante a etapa de preparo de amostra foram
consideradas. A primeira diluicdo foi de 11 vezes (pesagem de 1,0000 g do material de
referéncia solido e adicdo de 10,0000 g de &cido nitrico). A segunda diluicdo foi de 1,25 vezes
(pesagem de 4,0000 g do extrato filtrado e cuja massa foi completado para 5,0000 g com HNO3
0,28 mol L). Os valores da regressdo linear (b/a) aplicada no célculo das respectivas diluicdes
e o teor de arsénio NIST 1568b sdo apresentados nos quadros ao lado das curvas analiticas

(Figura 17).
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Figura 17. Determinagdo do teor de As no NIST 1568b Rice Flour

2.4.2.6. Aplicacdo do método a amostras reais

Além disso, 0 método proposto foi aplicado para a determinacao e/ou especiacédo de As
em 9 amostras de arroz adquiridas em supermercados locais e os resultados comparados com a
andlise via ICP-MS. Uma forma de avaliar a tendéncia do método é atraves do célculo da
recuperacdo de acordo com a equagéo 8:

.. valor observado Eq. 8
Tendéncia = —— x 100
valor de referéncia

O célculo da recuperacao foi realizado comparando-se o valor de As total obtido via
HPLC-HG-AFS e via ICP-MS, considerando-se o valor obtido no ICP-MS como o valor de
referéncia (valor esperado). De acordo com o Guia do MAPA, a faixa de aceitacdo para o
calculo da recuperacdo varia de acordo com o teor do analito presente na amostra. Para as
amostras desse estudo, com concentrac6es entre 100 e 1000 ppb, é aceitavel um valor de 80 a
110 %. Dessa forma, como pode ser observado na tabela 15, todos os valores de recuperacéao

obtidos estdo dentro da faixa aceitavel com recuperaces bem proximas de 100%, confirmando
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a aplicabilidade do método proposto empregando HPLC-HG-AFS para especiacdo de arsénio
em amostras de arroz.

Fazendo uma andlise dos resultados obtidos na Tabela 15 de acordo com o Codex
Alimntarius (FAO-WHO), as amostras A, B, C, D e H estdo inadequadas ao consumo pois,
segundo esse 6rgao o limite maximo permitido de arsénio em arroz é 200 ppb.

Observa-se que ha uma heterogeneidade nas caracteristicas das amostras estudadas. A
amostra H, por exemplo, apresenta um alto teor de arsénio total (798,5 ppb). No entanto, a
maior parte deste (700 ppb) corresponde a DMA, que é uma espécie organica menos tdxica.

Por outro lado, a amostra E que possui menor teor de arsénio total (103,4 ppb) é a que
possui maior teor de As Ill (57,8 ppb), a espécie inorganica mais toxica, sendo, portanto, a
amostra que traz mais riscos a saude humana. 1sso mostra que a analise somente do teor de
arsénio total € insuficiente para uma avaliacdo precisa de riscos ressaltando a importancia do
desenvolvimento de estudos de especiacdo. A amostra F, também apresentou maior teor de
arsénio inorganico (71,9%).

Excetuando-se nas amostras E e F nas quais ha o predominio de espécies inorganicas,
em todas as demais amostras encontra-se um maior teor de DMA em relacao as demais espécies
como as amostras estudadas por Farias et al. (2015) na Argentina. As amostras A, B, D e I,
apresentaram em torno de 50% de espécies inorganicas e 50% de espécies organicas enquanto

gue as amostras C e G, apresentaram maior teor de espécies organicas, como a amostra H.
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Tabela 15. Especiagdo de arsénio via HPLC-HG-AFS e comparacio do teor de As total (ug Kg™) via analise no ICP-MS

As As
As As  total tot Recuperacéo
Amostra 1y  DMA MMA (V) AFS %Aslll %DMA %MMA %AsV ICP  Média s RSD% Erro (%)
1568b 57,4 1738 116 40,7 2834 20,3 61,3 4,1 14,3 270,5 2775 99 3,6 2,1 1021
Arroz A 479 1126 7,9 65,9 2343 204 48,1 3,4 28,1 gggg 232,4 17,07 7,3 0,8 100,8
Arroz B 77,7 1634 2,7 56,6 300,4 25,9 54,4 0,9 18,8 33411451 284,0 10,50 3,7 58 105,8
Arroz C 48,9 1845 24 19,8 2555 19,1 72,2 0,9 1,7 ggg 276,0 314 11 -7,4 926
Arroz D 1014 112,3 4,3 21,8 239,9 423 46,8 1,8 9,1 Zg(?) 2189 561 26 9,6 109,6
Arroz E 57,8 189 25 24,1 103,4 55,9 18,3 2,4 23,4 32269 942 337 36 9,7 1097
Arroz F 519 371 59 57,9 1529 34,0 24,3 3,9 37,9 2%781 173,2 8,6 5,0 11,8 88,2
Arroz G 228 1221 5,3 22,8 1729 13,2 70,6 3,1 13,2 ggg 178,8 -3,3 96,7
Arroz H 74,3 700,0 7,3 16,8 7985 9,3 87,7 0,9 2,1 765,6 7824 23,7 3,0 2,1 1021
Arroz | 29,2 729 3,7 31,4 137,2 213 53,1 2,7 22,9 Igié 158,3 9,3 5,9 13,4 86,6
164,9

s:desvio padrdo, RSD: desvio padréo relativo.
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2.5. Concluséao

A especiacdo de arsénio em amostras de arroz utilizando o método desenvolvido é
eficiente. A técnica hifenada HPLC-HG-AFS se mostrou seletiva e com alta sensibilidade
permitindo a especiagéo e a quantificacdo dos baixos teores de arsénio presentes nas amostras
analisadas. Utilizando-se os parametros otimizados pH 6,2; concentracdo da fase mével 20
mmol L; vazdo da fase movel 0,57 mL min; concentragio de HCI 5,55 % v/v e concentragao
de NaBHa4 0,90% m/v, foi possivel realizar a especiacdo do material de referéncia certificado
NIST 1568b com exatiddo, além de determinar os teores em nove amostras de arroz com
resultados de arsénio total compativeis aos obtidos via ICP-MS, com taxas de recuperacgdo entre

86 e 110%, de acordo com a faixa de aceitacdo estabelecida pelo Guia do Mapa (80 e 110%).
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CAPITULO 3 — Uso de hidréxido duplo lamelar incorporado com
nitroprussiato para adsorc¢ao de arsénio organico e inorganico de matrizes

aquosas
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3.1. Introdugéo

A contaminacgdo quimica de aguas por arsénio tem despertado preocupac¢do mundial
devido aos sérios problemas a salde humana que a exposi¢do a longo prazo a altos niveis de
arsénio pode causar. A sua toxicidade esta relacionada a forma quimica na qual ele se encontra.
As formas organicas de arsénio, acido monometilarsénico (MMA) e acido dimetilarsinico
(DMA) séo pouco toxicas (Liu et al., 2013). No entanto, o arsénio € mais comumente
encontrado como oxianion em compostos inorganicos nas formas As(I11) (H2AsOs", HAsOs? e
AsO33) e As(V) (H2AsO4, HAsOs? e AsO4) sendo a forma trivalente muito mais toxica que
a pentavalente (Shamsipur et al., 2014).

A concentracdo de As total nas dguas subterraneas globais varia de 0,5 a 5000 pg L*,
superando muito o valor recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA, em inglés), de 10 pg L (Lee et al., 2018
e Mukhopadhyay et al., 2019). Assim, a contaminacdo por arsénio em agua potavel é
considerada um problema emergencial pois a exposicdo em longo prazo a altos niveis desse
metaloide pode estar associada ao desenvolvimento de diversos tipos de cancer, doencas
cardiovasculares e respiratdrias, distirbios no sistema nervoso e diabetes (Islam et al., 2017).
Estudos mostram que pessoas residentes nos paises do sudeste da Asia como Vietna (Hanh et
al., 2011), Laos (Chanpiwat et al., 2011) e Camboja (Phan et al., 2013) sofrem de doencas
crénicas devido a contaminacéo por arsénio a partir da ingestdo de agua contaminada (Lee et
al., 2018). Diante disso, torna-se cada vez mais importante o desenvolvimento de métodos que
sejam capazes de remover arsénio de aguas.

Processos de adsorcdo estdo entre os mais eficientes e utilizados para remover
contaminantes de aguas (Burakov et al., 2018) além de serem muito atrativos devido ao baixo

custo e facilidade de operacdo (S. H. Lee et al., 2018). Diferentes adsorventes como materiais
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carbonéceos, lama vermelha, solos lateriticos, bauxita calcinada, resinas, minerais de argila,
oxidos e hidroxidos metalicos tém sido utilizados para remover arsénio de dguas contaminadas
(Turk et al., 2009). Muitos desses adsorventes tém limitacdes relacionadas a dificuldade de
sintese, baixa capacidade de adsorcdo e risco secundario de poluicdo (Mukhopadhyay et al.,
2019). Assim, faz-se necessario o estudo de novos materiais que superem estas limitacdes.
Recentemente, o uso de hidroxidos duplos lamelares tem mostrado grande potencial para
remocdo de contaminantes de aguas devido a sua grande area superficial, grande capacidade
para troca anionica e boa estabilidade térmica (Asiabi et al., 2017), além disso a sua sintese é

relativamente simples e barata (Goh et al., 2008).

3.1.1. Uso de hidroxidos duplos lamelares (HDL) para remocéo de arsénio de aguas

Os hidroxidos duplos lamelares (HDL) também chamados compostos de hidrotalcita
tém a sua estrutura descrita a partir da estrutura da brucita, Mg(OH)z, na qual os cations Mg?*
estdo localizados no centro de uma estrutura octaédrica com grupos hidroxila em seus vértices.
Os octaedros formados compartilham arestas para formar lamelas. Quando um cétion divalente
é substituido isomorficamente por um trivalente, a lamela fica com carga positiva e sdo
estabilizadas com moléculas de a4gua e anions inseridos no espaco interlamelar (Asiabi et al.,
2017 e Da Silva et al., 2003).

A estrutura quimica dessa classe de compostos é descrita pela formula
[M?*, M3+ (OH),]AY),,.nH,0 onde M*? = cétion metélico divalente; M**= céation metalico
trivalente; A™ = &nion intercalado com carga m-; x = razdo M**/(M3" + M?*) sendo 0,20 < x
< 0,33 (Kameda et al., 2015); e n = nmero de mols de agua. A razdo molar M3*/(M3* + M?*)
esta relacionada com a densidade de carga na lamela do HDL o que por sua vez esta relacionado

as propriedades estruturais (um aumento nesta razao diminui a cristalinidade do material) e de
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troca i0nica (quanto maior essa razdo, menor a densidade de cargas e menor a quantidade
relativa de anions) (Crepaldi e Valim 1998). Uma grande variedade de HDLs pode ser obtida
variando-se os cations M*2 e M*3, bem como a sua carga, e o anion A™ intercalado.

O uso de HDLs para remover arsénio de aguas tem se mostrado promissor. Segundo
Gillman (2006), a similaridade existente entre as estruturas dos anions do As (I11) e As (V) com
0s anions fosfato pode justificar a eficiéncia de remocdo desses anions por hidrotalcitas (HT).
Em seu trabalho, Gillman (2006) usou HT-NOz e HT-Cl para remocdao de arsénio e obteve para
o As (lll), concentragdo inicial 432 pg L™, usando 2500 mg HT/500 mL de agua, uma
diminuicdo para 58 pg L™ (apds 1 hora) e 6 ug L™ (ap6s 18 horas) com HT-NOs; e uma
diminuic&o para 168 pg L (apds 1 hora) e 4 pug L™ (apds 18 horas) com HT-CI. Para a remoc&o
do As (V) Gillman (2006) fez uma espécie de filtro com 350 g de HT-Cl e ap0s filtrar 1000 mL
de 4gua contendo 400 pg Lt de As (V), o As residual foi de apenas 2,3 ug L™ e apds filtrar
8500 mL com esse mesmo filtro, o As residual foi de apenas 2,4 ug L.

Tiark et al. (2009), em seu trabalho usou Mg-Fe-CO3—-HT e conseguiu uma alta
eficiéncia de remocdo do As (V) reduzindo a sua concentragdo inicial de 300 pg L™ para um
teor final menor que 10 pg L. Nesse caso, ndo houve influéncia significativa do pH e o modelo
de Langmuir foi o que descreveu melhor a adsorcdo do As (V) no FeHT.

HDLs contendo ferro sdo promissores para remocdo de arsénio devido a grande
afinidade que o arsénio tem por 6xidos e hidroxidos de ferro (Guoa et al., 2012). 1sso se explica
pelo fato de que em ambientes naturais, o arsénio é encontrado na superficie de 6xidos de ferro
(Turk et al., 2009). Guo et al., (2012) em seu trabalho usou Cu/Mg/Fe/La-HDL com carbonato
intercalado, para remover As (V) e verificou que quanto menor o pH, mais eficiente era a
remocdo do arsénio. Além disso, 0 aumento do teor de lantanio no HDL também foi responsavel

por um aumento na eficiéncia de remocéo do arsénio. Utilizando o adsorvente na concentracdo
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1,5 g L, para remover As (V) em concentracdo 5 mg L?, a dosagem final de As (V) ap6s a
adsorcéo foi menor que 10 pg L. O modelo de Langmuir se ajustou bem a esse processo de
adsorcao.

Lee et al., (2018) usou Mg-Al-HDL calcinado e ndo calcinado para remover As (V). A
capacidade de remoc&o usando Mg-Al-HDL nio calcinado foi de 19,7 mg g™ e aumentou com
0 aumento da temperatura de calcinacdo com um méaximo em 400 °C e capacidade de remoc¢éo
de 103 mg g*. A 500 °C a eficiéncia de remogdo se manteve mas comegou a diminuir a 600 °C.
Foi observada uma diminuicéo da eficiéncia de remocdo do As (V) com o aumento do pH. O
meio acido foi o que apresentou maior eficiéncia para remocao do As (V). Segundo os autores
isso se deve ao fato de que, em geral, a superficie dos adsorventes possui carga positiva abaixo
do PZC (ponto de carga zero) o que favorece a remocao de anions por atracdo eletrostéatica e a
diminuicdo da eficiéncia de remocao em pH 11,00 é provavelmente derivada de uma repulséo
eletrostatica (HsAsOs, H2AsOs', HAsOs? e AsO4, pKa1 = 2,3, pKaz = 6,8 € pKaz = 11,6). Além
disso, a eficiéncia de remocao de ions contaminantes por adsorcdo € influenciada pelo tamanho
do ion e densidade de carga e também pela area da superficie do adsorvente (Lee et al., 2018).
A méaxima capacidade de remocdo obtida para o As (V) usando o adsorvente ndo calcinado foi
22,6 mg g e usando o adsorvente calcinado foi 102,9 mg g.

No presente trabalho foi utilizado HDL incorporado com nitroprussiato
(pentacianonitrosilferrato (1), [Fe(CN)sNO]*") para avaliar seu potencial de adsorcdo para
diferentes espécies de arsénio (As (I11), As (V) e DMA) baseado na grande afinidade que o

arsénio tem por espécies contendo ferro (Guoa et al., 2012; Turk et al., 2009).
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3.1.2. Adsorc¢éao

A adsorcdo é um fendmeno superficial no qual uma determinada espécie quimica se
concentra preferencialmente na regido da interface em comparacéo as fases que se encontram
em contato e esta relacionada com a habilidade de certos solidos (adsorventes) concentrarem
em sua superficie determinadas substéncias (adsorvatos) existentes em fluidos liquidos ou
gasosos, possibilitando a remocdo dessas substéancias do fluido (Nascimento et al., 2014).

A quantidade de um soluto adsorvida sobre a superficie de um material adsorvente,
também conhecida como capacidade de adsorcdo do adsorvente, (qe) pode ser obtida por:

(Co — CIV Eq. 9
m

de

Onde C, é a concentracéo inicial e C. é concentracdo de equilibrio do adsorvato na fase fluida,
V € 0 volume da fase fluida e m é massa do adsorvente, em que Ce pode ser obtido por meio da
anélise do teor de adsorvato presente no fluido por meio de técnicas analiticas adequadas. A
curva que relaciona a quantidade de soluto adsorvida (ge) com a concentracao de equilibrio do
adsorvato na fase fluida (Ce), a uma dada temperatura constante, é denominada isoterma de
adsorcdo, cuja analise pode fornecer informacgdes sobre a afinidade entre o adsorvato e o
adsorvente (Nasir et al., 2019). Muitos modelos sdo propostos para ajustar uma funcéo
matematica aos dados experimentais de isotermas, a fim de obter tais informacdes, sendo
propostas fungdes com dois ou mais parametros de ajuste. Dentre os modelos mais comumente

utilizados, encontram-se os de Langmuir e Freundlich (Nascimento et al., 2014).

3.1.2.1. Isoterma de Langmuir
O modelo proposto por Langmuir considera que a adsor¢do ocorre em uma
monocamada com um numero fixo de sitios por unidade de area e energeticamente

equivalentes. Além disso, cada sitio pode interagir com apenas uma molécula do adsorvato, ndo
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havendo interacGes adsorvato-adsorvato sobre a superficie do adsorvente (Nascimento et al.,
2014). A isoterma de Langmuir € representada matematicamente pela equagdo 10, cuja forma
linearizada encontra-se na equagéo 11:

— QméxKLCe EQ- 10
@ =11KC,

c, 1 1 Eq. 11

—= +
qe Qmax ¢ KLqméx

Em que ge representa a quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente no equilibrio
(mg g), gmax representa a capacidade maxima de adsorcdo (mg g*), K. representa a constante
de Langmuir (L mg™?) e Cerepresenta a concentragdo do adsorvato no equilibrio (mg L™?) Nasir

etal., 2019).

3.1.2.2. Isoterma de Freundlich

O modelo de Freundlich é anterior ao modelo de Langmuir e totalmente empirico, tendo
sido uma das primeiras propostas de ajustar uma equacdo matematica a dados de isotermas de
adsorcdo. Tal modelo pode ser aplicado a sistemas ndo ideais, em superficies heterogéneas e
adsorcdo em multicamada (Liu e Zhang 2015). Apesar de este modelo ndo prever uma saturagdo
da superficie do adsorvente, ele fornece indicios de que o material apresenta sitios com
diferentes energias adsortivas (Nascimento et al., 2014). Este modelo empirico € representado
pela equacdo 12 e sua forma linearizada esta representada na equacéo 13:

qe = KpC,'l" Eq. 12

1 Eq. 13
logg, = logKr + ElogCe a

Em que ge representa a quantidade de soluto adsorvido na fase sdlida (mg g*), Ce representa a

concentracio de equilibrio do adsorvato em solugdo (mg L™),1/n é a constante relacionada a
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heterogeneidade da superficie do adsorvente e Kr € a constante de Freundlich [(mg®*™ (g
LYM].

Adsorc¢des favoraveis sdo observadas para valores de n entre 1 e 10. Quanto maior o
valor de n (menor valor de 1/n), mais forte a interacdo entre o adsorvato e o adsorvente. Por
outro lado, se 1/n for igual a 1, isso indica que a adsor¢do é linear, ou seja, as energias sdo

idénticas para todos os sitios de adsorcao (Nascimento et al., 2014).

3.2. Objetivos
3.2.1. Objetivo geral

Avaliar a capacidade de remogéo seletiva de diferentes espécies de arsénio (As (I11), As
(V) e DMA) utilizando como adsorvente HDL incorporado com anion nitroprussiato (HDL-
NP).
3.2.2. Objetivos especificos
- Sintetizar e caracterizar o HDL-NP utilizando as técnicas de difracdo de raios X (DRX),
analise termogravimetrica (TG), espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) e
espectroscopia Raman;
- Avaliar o potencial do novo material para remocéao das espécies As (I11), As (V) e DMA de
matrizes aquosas, em diferentes valores de pH;
- Realizar estudos de isoterma e cinética de adsorcéo;

- Caracterizar o material HDL-NP saturado com As (V).

3.3. Experimental

3.3.1. Instrumentacéo
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Uma estufa de secagem (QUIMIS) foi utilizada para secagem do material no processo
de sintese do HDL. Uma mufla (FORNITEC) foi utilizada para calcinar o material sintetizado.

Um pHmetro HI2221 (HANNA Instruments) foi utilizado para o preparo das aguas de
pH. Uma incubadora refrigeradora com agitacdo TE-424 (Tecnal) foi utilizada a 55 °C para
sintese do HDL e HDL-NP e a 25 °C e 150 rpm para manter a agitacdo dos erlenmeyers
contendo o adsorvente e a solugdo aquosa de arsénio. Uma centrifuga Mod. 280, Excelsa 3
(Fanem) foi utilizada para separar a fase s6lida da fase liquida, permitindo a coleta desta Gltima
para posterior analise via ICP-MS.

Um Espectrometro Emissdo Atomica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES)
Varian 725 — ES foi utilizado para determinar o teor de arsénio presente nos ensaios.

Um difratdbmetro PANalytical modelo X'Pert3 Powder foi utilizado para medidas de
difracdo de raios X (XRD). Um analisador termogravimétrico DTG60-SHIMADZU foi
utilizado para analise termogravimétrica. Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) foi
realizada em um aparelho ABB Bomen MB 3000 FTIR (Quebec, Canada). Medidas de
espectroscopia vibracional Raman foram realizadas em um espectrometro Horiba Jobin-Yvon

LABRAM HR.

3.3.2. Reagentes

Todos os reagentes foram utilizados como recebidos, sem nenhum processo de
purificacdo adicional. Agua deionizada foi usada para preparar todas as solucdes. As
especificacdes dos reagentes, a pureza e fornecedores sdo mostrados na Tabela 16. A Figura 18
apresenta as estruturas quimicas das espécies de As avaliadas e do anion nitroprussiato.

Tabela 16. Caracteristicas dos reagentes utilizados

Reagente Formula Quimica Pureza Fornecedor

Nitrato de magnésio Mg(NOs)2.6H20 98.0-102.0% Sigma - Aldrich
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Nitrato de aluminio AlI(NO3)3.9H20 98.0% Vetec

Nitroprussiato de sddio Naz[Fe(CN)sNO].2H20 99.0-102.0% Vetec
Acido nitrico HNO3 65.0% Synth
Hidrdxido de sodio micropérola ~ NaOH 99.0% Synth
Acido Cloridrico HCI 37% Neon
Arseniato de sddio heptahidratado Na:HAsO4.7H>0 98.0% Merck
Arsenito de sédio AsNaO2 >99.0% Sigma-Aldrich
Acido cacodilico C2H7AsO >099.0% Aldrich
As (I1T1) As (V) DMA Nitroprussiato
ATH Aﬁ Ai)| ONNC///,’ FefCN
S S S .
o~ o Ho” | on - | ™~ NC\\\\ CN
OH OH

Figura 18. Representacdo estrutural das espécies de arsénio estudadas e do nitroprussiato

3.3.3. Sintese e caracterizacdo do hidréxido duplo lamelar (HDL)
3.3.3.1. Preparo do HDL Mg - Al - COs3
A reacdo de sintese do HDL convencional (Teixeira et al., 2018) pode ser representada
pela seguinte equacéo:
4Mg(NO3),.6H,0 + 2AI(N0O3)3.9H,0 + 1Na,CO5 + 12NaOH Eq. 14

-~ Mg,Al,(OH),C05.4H,0 + 14NaNO; + 38H,0

O método de coprecipitacdo a pH constante foi utilizado para sintetizar o HDL. A reacédo
de sintese possui uma razdo molar Mg:Al igual a 2:1 e ocorre em presenca de NaOH e Na;COs.
As solucbes dos cations magnésio e aluminio foram preparadas, onde 105,228 g de
Mg(NO3),.6H20 foram diluidos em 100 mL de adgua deionizada e 76,975 g de AI(NO3)3.9H.0
em 62,5 mL de agua deionizada. Essas duas solu¢des foram misturadas. Uma bureta foi usada

para adicionar essa solucdo de cations gota a gota em um béquer contendo 102,6 mL da solucéo
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de NaCOs (1 mol LY. Simultaneamente uma outra bureta foi usada para transferir gota a gota
123,11 mL da solucdo de NaOH (10 mol L) nesse mesmo béquer. Durante o processo de
reacdo, que durou 240 minutos, o contetdo do béquer foi constantemente agitado utilizando um
agitador mecénico e a temperatura foi mantida a 40 °C com banho maria. Ap6s o término da
reacdo, o gel formado foi levado para uma incubadora refrigeradora com agitagdo durante 30
horas & temperatura de 55 °C. Posteriormente, o material resultante foi lavado com é&gua
deionizada por 10 vezes para remover sais residuais. Apos a adi¢do de dgua para lavar, utilizou-
se a centrifuga para separar o sobrenadante que posteriormente foi descartado. O material sélido
final foi entdo deixado em uma estufa a 50 °C até completa secagem. Em seguida foi realizada

a maceracdo deste material para obtencdo de um po.

3.3.3.2. Preparo do hidroxido duplo lamelar Mg — Al — Fe(CN)sNO
A reacdo de sintese do HDL intercalado com nitroprussiato (da Silva et al., 2003) pode
ser representada pela seguinte equacao:
4 Mg(NO3),.6H,0 + 2AI(NO3)3.9H,0 + 1 Na,[Fe(CN)sNO].2H,0 Eq. 15
+ 12 NaOH > Mg,Al,(OH),,. Fe(CN)sNO.4H,0 + 14 NaNO,
+ 13 H,0
O HDL foi sintetizado pelo método de coprecipitacdo a pH constante. A reacdo de
sintese possui uma razdo molar Mg:Al igual a 2:1, em presenca de NaOH e Naz[Fe(CN)sNQO].
Para preparar a solucdo de cations, 7,9750 g de Mg(NO3)..6H>0 foram diluidos em 10,0 mL de
agua deionizada e 5,8320 g de AI(NO3)3.9H.0 em 10,0 mL de &gua deionizada. Essas duas
solucgdes foram misturadas. 3,0108 g de nitroprussiato de sddio foram solubilizados em 10 mL
de &gua deionizada. Uma bureta foi usada para adicionar as solucdes de cations gota a gota no

béquer que continha a solucdo de nitroprussiato. Durante a reacdo, o pH da solucéo foi corrigido
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utilizando uma solugdo de NaOH (10 mol L), onde foi usado 10,0 mL desta solucdo. O
contetdo do béquer foi constantemente agitado utilizando um agitador mecéanico durante o
processo de reacdo e a temperatura foi mantida a 40 °C com banho maria. Este processo durou
cerca de 240 minutos. ApoOs este periodo, o gel formado foi levado para a incubadora
refrigeradora com agitacdo durante 24 horas a temperatura de 55 °C. Entéo foi feita a lavagem
do HDL com &gua deionizada por 10 vezes utilizando uma centrifuga. O material solido gerado
foi levado para estufa a 50 °C até completa secagem. Foi feita a maceracao deste material, para

obtencédo de um pé.

3.3.4. Comparagao do potencial de remocéo do As entre o HDL convencional e HDL-NP

O procedimento abaixo descrito foi feito em pH 2,00; pH 6,02 e pH 12,00 para as
espécies As (I11), As (V) e DMA utilizando como adsorvente o HDL convencional e o HDL-
NP. Para cada estudo foi feito também um branco ao qual se adicionou apenas a dgua de pH ao
adsorvente.

Inicialmente, uma solucéo de arsénio foi preparada com concentragdo 10,00 mg L em
pH 2,00. 0,0200 g de adsorvente foi pesado em um erlenmeyer de 125 mL no qual foi
adicionado 15,0 mL da solugdo 10,00 mg L de arsénio. Esse ensaio foi feito em duplicata. As
amostras foram levadas para a incubadora refrigeradora com agitacdo de 150 rpm durante 24
horas a temperatura de 25 °C. Apds esse tempo, as amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante foi coletado para leitura no ICP-OES.

Para avaliar o potencial de remocao do arsénio por cada um dos adsorventes calculou-

se a porcentagem de extracdo de acordo com a equacao abaixo:

[As]iniciar — [AS] finar Eq. 16

WE = x 100
[AS]iniciar
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3.3.5. Isotermas de Adsorcao

Para cada espécie de arsénio estudada (As (111), As (V) e DMA) foram feitas 3 isotermas:
em pH 2,00; pH 6,02 e pH 12,00. A massa do adsorvente foi mantida 0,0200 g e aumentou-se
gradativamente a concentracdo de arsénio: 10, 20, 30, 40, 60, 80 e 100 mg L™ para As (11l) e
DMA e 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 150 e 200 mg L para As (V). As amostras foram levadas
para a incubadora refrigeradora com agitacdao de 150 rpm durante 24 horas a temperatura de 25
°C. Apds esse tempo, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi coletado para
posterior diluicdo e leitura no ICP-OES.

Foi feito o calculo de ge de acordo com a equacéo 17.

(G =GV Eq. 17

de m

3.3.6 Estudo de cinética

Esse estudo foi feito apenas para o As (V). A massa do adsorvente HDL-NP foi mantida
0,0200 g ao qual foi adicionada uma solugdo 20 mg L de As (V). As amostras foram levadas
para a incubadora refrigeradora a 25 °C com agitacdo de 150 rpm pelos seguintes tempos: 30
min, 1, 3, 5, 7, 9 12, 16, 20 e 24 horas. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante foi coletado para leitura no ICP-OES. Todos os experimentos foram feitos em

duplicata.

3.3.7. Caracterizacdo dos HDLs
As propriedades dos materiais sintetizados antes e apds a adsorcdo das espécies de
arsénio foram investigadas através das técnicas:

a) Difratometria de Raios-X (DRX)
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As anélises de difracdo de raios X foram realizadas em um difratdmetro PANalytical,
modelo X'Pert3Powder do DEMIN/UFOP utilizando uma faixa de varredura (20) de 5° a 90°,
a um passo de 2° por minuto.

b) Microscopia eletronica de Transmissao (TEM)

Caracteristicas morfoldgicas, quimicas e estruturais das amostras foram investigadas
por microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) e técnicas relacionadas: difracdo de elétrons
de éarea selecionada (SAED), espectroscopia dispersiva de energia (EDS) e perda de energia de
elétrons espectroscopia (EELS). A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) foi realizada
no Centro de Microscopia da UFMG, em um equipamento Tecnai G2-20-FEI. O microscépio
de transmisséo foi empregado a 200 kV em pos dispersos em isopropanol e ultra-sénicos por
15 min. Redes de carbono-cobre de malha # 300 foram utilizadas como suporte para todas as
amostras investigadas. As medidas foram feitas a fim de investigar caracteristicas morfologicas
do material produzido antes e ap6s a adsorcao do As (V).

c) Analise Termogravimétrica (ATG/DTG)

As analises termogravimétricas (ATG/DTG) foram realizadas em um equipamento
DTG60-SHIMADZU do Departamento de Quimica/UFMG. Foi feito aquecimento da
temperatura ambiente a 600 °C, razdo de aquecimento = 10 °C min, em atmosfera de N2 (50
mL min?) e cadinho de alumina. A ATG mede a variagdo da massa da amostra em funcdo da
temperatura e sua curva resultante fornece informacBGes quanto a estabilidade térmica da
amostra inicial e a DTG, derivada da analise termogravimétrica, fornece a derivada da mudanca
de massa em funcdo da temperatura.

d) Espectroscopia na regido do infravermelho
As medidas espectroscopicas de transmissdo no infravermelho (1) foram realizadas no

Laboratorio de Espectroscopia no Infravermelho, ICEB-UFOP, em um aparelho ABB Bomen
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MB 3000 FTIR (Quebec, Canada). As analises foram feitas pela comparacao das bandas obtidas
com as bandas caracteristicas dos HDL.
e) Espectroscopia Raman

Espectros Raman foram obtidos a partir de um Espectrometro Horiba Jobin-Yvon
LABRAM HR, com linha de excitacdo 632,8 nm de laser de helium-neon (com poténcia efetiva
de 6 mW na superficie na amostra) localizado no Laboratorio de Espectroscopia Raman,
Departamento de Quimica/UFOP. Um microscopio confocal Olympus (objetiva de 100X)
(objetiva de 100X) foi utilizado e a resolugdo experimental tipica foi de 1 cm™ para 10
acumulacdes de 10 s. O objetivo é verificar a presenca das vibragfes caracteristicas das
estruturas lamelares dos HDLSs.
f) Ponto de carga zero

O ponto de carga zero (PZC) do HDL-NP foi obtido a partir da seguinte metodologia:
0,0250 g do material foram adicionados a 25 mL de solugdo de NaCl 0,1 mol L em agua
deionizada com pH inicial ajustado em 2,01; 4,00; 5,98; 8,08; 10,01; e 11,99. O ajuste do pH
foi feito com solugdes de HCI (0,1 ou 1 mol L) ou NaOH (0,1 ou 1 mol L?). Ent&o, as amostras
contendo a mistura de HDL-NP com cada solucéo de pH ajustado foram agitadas por 24 horas,
a 150 rpm e 25 °C. Apo0s este tempo, os sobrenadantes foram coletados para a leitura do pH
final. A diferenca entre o pH final e o pH inicial (ApH) foi plotada contra o pH inicial e 0 PCZ
foi definido como o valor de pH inicial no qual ApH foi zero. Experimentos foram realizados

em triplicata.

3.4. Resultados e Discussao
3.4.1. Caracterizacdo do adsorvente

3.4.1.1. Difracdo de Raio X (DRX)
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A Figura 19 mostra o difratograma do hidréxido duplo lamelar de magneésio e aluminio

(Mg—AIl-HDL) e intercalado com nitroprussiato (Mg—AI-HDL-NP), antes e ap0s a adsor¢éo

de As (V).
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Figura 19. Padrdes de DRX em po para (a) Mg-Al-HDL (linha azul) e Mg-Al-HDL-NP (linha

preta); (b) Mg-Al-HDL-NP antes (linha preta) e apos a remocéo de As (V) em meio acido, pH

2,00 (linha vermelha) e meio basico, pH 12,00 (linha verde)
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Na Figura 19a, o difratograma convencional Mg-Al-HDL é apresentado juntamente com
0 intercalado com nitroprussiato Mg-Al-HDL-NP, para comparar e enfatizar o aumento do
espaco basal (veja o esquema desenhado a direita). A partir desses dados é possivel verificar o
nitroprussiato (NP) intercalado, o que causa um aumento do espaco de aproximadamente 42%.
Ap6s a intercalacdo do NP, o espaco basal foi de 6,6 A, o que esta de acordo com o tamanho
do complexo aniénico do metal de transicdo (NP) (Boclair et al., 1999 e da Silva et al., 2003).
Os materiais exibiram padrdes de difracdo caracteristicos da estrutura da hidrotalcita, com
reflexdes nitidas e simétricas dos planos basais (003), (006), (009); e reflexdes assimétricas dos
planos ndo basais (012), (015), (018). Os planos basais (00l) estdo relacionados ao
empilhamento das lamelas, os planos ndo basais (hk0) estdo relacionados a organizacdo da
estrutura dentro das lamelas, enquanto os planos (Okl) estdo relacionados a ordenacédo de uma
lamela em relacdo a outra (Bukhtiyarova 2019). Assim, podemos observar um deslocamento
azul dos planos basais relacionados a intercalacdo do NP.

Na Figura 19b é possivel observar que a adsorcdo do As (V) néo alterou a estrutura do
material, uma vez que as amostras antes e apds a adsorc¢ao do arsénio exibiram o mesmo padréo
de difratograma. Os parametros de rede a e ¢ foram calculados de acordo com Pérez-Ramirez
et al. (2001), para uma célula unitaria hexagonal assumindo um politipismo 3R para a
hidrotalcita. O valor da constante a da célula é calculado como a = 2 x d(110) € corresponde a
distancia média dos cations presentes nas lamelas da estrutura do HDL. O parametro c esta
relacionado a espessura das lamelas e distancia entre lamelas e é comumente calculado como ¢
= 3 x d(oo3). No entanto, foi proposto que ¢ pode ser melhor determinado pela média da posi¢ao
dos picos de difragdo correspondentes aos planos basais: ¢ = 3/2 {d(03)+[2 X d(oe)]} OU € =
{d(003) + [2 X d(oos)] + [3 X d(009)]} (Pérez-Ramirez et al., 2001). Neste trabalho foi utilizada a

segunda formula pois as posi¢oes de todos os planos basais foram facilmente identificadas.
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A Tabela 17 exibe os valores de parametros de rede e espago basal.

Tabela 17. Parametros de rede, espago basal e tamanho do cristalito para o HDL

Composto Distancia Interplanar Espaco Parametro de rede ~ Tamanho
A) Basal (A) (A) do
doos doos doog a C cristalito
(nm)
Mg-Al-HDL 7,57 3,78 2,57 4,64 3,04 22,84 23
Mg-Al-HDL-NP 10,65 5,43 3,62 6,57 3,04 32,37 8
Mg-Al-HDL-NP 10,56 5,37 3,61 6,51 3,04 32,13 6
(pH 2,00)
Mg-Al-HDL-NP 992 550 3,67 6,36 3,04 31,93 5
(pH 12,00)

O espaco interplanar dgpos) representa duas camadas lamelares e uma camada
interlamelar, provida de anions hidratados. Por outro lado, a distancia d(os) refere-se a camada
lamelar composta por cations divalentes, cations trivalentes, e oxigénio. Os valores encontrados
para 0 Mg-Al-HDL-NP nesse trabalho sdo bem proximos dos reportados por Boclair et al.
(1999) e Taylor et al. (1970). Esses autores encontraram os valores 11.09 (Boclair et al., 1999)
e 11.0 (Taylor et al., 1970) para d(oo3); € 5.57 (Boclair et al., 1999), 5.47 (Taylor et al., 1970)
para dos). Os valores de espaco basal (d) foram calculados através da equagéo de Bragg usando
a media 1/3(d(oo3) + d(oos) + d(oog)). Os valores de espaco basal estdo apresentados na Tabela 17
e estdo consistentes com o tamanho do anion nitroprussiato, indicando a intercalacdo do
complexo ((Boclair et al., 1999 e da Silva et al., 2003). E importante observar que os valores
do espaco basal permanecem praticamente constantes apos a remocao do As (V), sugerindo que
0 arsénio ndo entra na estrutura do HDL. Esse resultado indica uma remocdo por meio da
superficie (interacdo eletrostatica). A média do tamanho do cristalito foi determinada pelo

método de Scherrer, considerando a média do tamanho entre os dois primeiros e melhor
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definidos picos, sendo eles (003) e (006) (Pérez-Ramirez et al., 2001). Esses valores sdo
apresentados na Tabela 17, que também mostra os resultados para o0 Mg-Al-HDL convencional
para efeito de comparacdo. O tamanho de particula calculado para o Mg-Al-HDL-NP (8 nm)
foi menor que o tamanho de particula para o HDL convencional (23 nm). Tamanhos de
particulas menores implicam em picos mais largos, que por sua vez se relacionam com materiais

menos cristalinos. Assim, esses valores estdo de acordo com os resultados de DRX.

3.4.1.2 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

As caracteristicas morfoldgicas, quimicas e estruturais das amostras de HDL-NP foram
examinadas por MET. A Figura 20 apresenta imagens MET, padrdo SAED e espectros EDS /
EELS obtidos para os materiais HDL-NP. A morfologia das amostras mostra plaquetas
nanométricas formadas por particulas menores aglomeradas (Figura 20a, detalhe: canto
superior direito). Imagem TEM de alta resolucdo (Figura 20) mostra espagamentos
interplanares dominantes da ordem de 10,3 A, que podem estar relacionados aos (003) planos
do grupo espacial romboédrico (R3 m), de acordo com os dados de DRX (Tabela 17). O carater
policristalino dos materiais sintetizados foi verificado pelo padrdo SAED (Figura 20a, detalhe:
canto inferior direito), onde apenas anéis difusos podem ser visualizados. A Figura 20b
apresenta os dados de EDS / EELS para as amostras de HDL-NP, revelando tanto os picos de
elétrons de valéncia (baixa perda) quanto as bordas de ionizacdo de sua estrutura fina. Foi
possivel observar e atribuir muitas caracteristicas espectrais, correspondentes a diferentes
processos de excitacdo, enfatizando a alta pureza das amostras. O espectro EDS evidenciou a

presenca de Mg, Al, O e Fe (as linhas de Cu sdo devidas as grades TEM), enquanto o espectro
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EELS detectou a presenca de ions C, N, O e Fe, conforme esperado para amostras quimicamente

puras.
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Figura 20. a) Imagem MET de alta resolugdo para os materiais HDL-NP com espagamentos
interplanares de 10,3 A, que esto relacionados aos (003) planos do grupo espacial romboédrico
(R3 m). Inser¢oes: imagem MET de baixa ampliacdo (canto superior direito) e padrdo SAED
(canto inferior direito) evidenciando o caréater policristalino da amostra; b) Espectros EDS e
EELS com as energias eletrénicas dos ions presentes na estrutura: os sinais de Mg, Al e Fe sdo

mostrados no espectro EDS, enquanto os sinais C, N, O e Fe sdo mostrados no espectro EELS.

As amostras de HDL-NP saturadas com As (V) também foram investigadas por MET e
os resultados sdo exibidos nas Figuras 21 e 22. Morfologias e caracteristicas quimicas /
estruturais dos materiais de HDL-NP saturados em pH = 2,00 e pH = 12,00 foram examinadas.
A Figura 20 apresenta imagens MET / SAED (Figura 21a), e espectros EDS / EELS (Figura
21b) obtidos para os materiais HDL-NP saturados em pH = 2,00. A morfologia das amostras
também mostra plaquetas de tamanho nanométrico (Figura 21a, insercdo: canto superior
esquerdo), enquanto a imagem MET de alta resolu¢do (Figura 21) mostra espacamentos

interplanares bem definidos da ordem de 10,6 A, que esto relacionados com (003) planos, de
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acordo com os resultados do DRX (Tabela 17). O caréter policristalino desses materiais HDL-
NP (pH = 2,00) pdde ser verificado (padrdo SAED, Figura 21a, inser¢éo: canto inferior direito),
onde anéis difusos estdo presentes. A Figura 21b apresenta os dados EDS / EELS com muitas
caracteristicas espectrais correspondentes a diferentes processos de excitacdo. O espectro de
EDS mostrou a presenca de ions As (V), conforme esperado para as amostras tratadas em pH
= 2,00. A Figura 22 mostra os resultados da caracterizacdo de MET para as amostras saturadas
em pH = 12,00. Novamente, plaquetas policristalinas de tamanho nanométrico puderam ser
observadas (ver insercdo, imagens superiores), com espacamento interplanar de cerca de 10,0
A, 0 que esta de acordo com os dados de XRD (Tabela 17). Os ions As (V) foram facilmente
detectados nessas amostras de HDL-NP por EDS (Figura 22b), como esperado para esses

materiais saturados em pH = 12,00.
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Figura 21. a) Imagem MET de alta resolucdo para os materiais HDL-NP saturados com As (V)
em pH = 2,00, exibindo espagamentos interplanares de 10,6 A, que estdo relacionados aos (003)
planos do grupo espacial romboédrico (R3 m). Inser¢des: imagem MET de baixa ampliacdo
(canto superior esquerdo) e padrdo SAED (canto inferior direito) para a amostra de HDL-NP
policristalina; b) Espectros EDS e EELS com as energias eletrdnicas dos ions presentes na

estrutura. Observe os sinais de ions As (Ka e Kb) observados no espectro EDS.
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Figura 22. a) Imagem MET de alta resolucédo para os materiais HDL-NP saturados com As (V)
em pH = 12,00, exibindo espacamentos interplanares de 10,0 A, que estdo relacionados aos
planos (003). Insercdes: imagem MET de baixa ampliagcdo (canto superior esquerdo) e padrao
SAED (canto superior direito) mostrando a natureza policristalina da amostra de HDL-NP; b)
Espectros EDS e EELS com as energias eletrénicas dos ions presentes na estrutura. Além disso,

observe os sinais de ions As (Ka e Kb) observados no espectro EDS.

3.4.1.3 Analise termogravimétrica

As curvas de analise termogravimétrica e suas derivadas definem as etapas de

decomposicdo do material e sdo mostradas na Figura 23.
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Figura 23. Curvas termogravimétricas TG (linhas pretas) e suas derivadas DTG (linhas azuis)

para o0 HDL intercalado com nitroprussiato (a), e para o0 material apds a remocao de As (V) em

meio &cido (b), e meio basico (c)

Na Figura 23a pode-se observar o resultado para o composto Mg-Al-HDL-NP e nas
Figuras 23b e 23c o resultado para o material apds o processo de adsorcéo de As (V) em meio
acido (pH 2,00) e meio basico (pH 12,00), respectivamente. Em geral, 0 HDL decomposto
termicamente em uma sequéncia de trés etapas de picos endotérmicos (Cosano et al., 2016,
Aramendia et al., 1999, Vieira et al., 2009, Teixeira et al., 2018).

Os materiais exibiram curvas de decomposicdo distintas antes e ap6s 0 processo de
adsorcdo do As (V). Para o material Mg-Al-HDL-NP, observam-se trés etapas de decomposicao

térmica. A primeira, da temperatura ambiente até 171 °C, corresponde a liberacdo de moléculas
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de agua adsorvidas e interlamelares (Vieira et al., 2009 e Teixeira et al., 2018). A perda de
massa nessa regido foi de 20,5 %. A segunda etapa de decomposicéo refere-se a perda de ions
hidroxila (Vieira et al., 2009 e Teixeira et al., 2018) e ocorreu em torno de 279 °C com perda
de massa de 11,9 %. A Ultima etapa estd relacionada com a decomposi¢cdo dos anions
intercalados (Cosano et al., 2016, Aramendia et al., 1999, Vieira et al., 2009, Teixeira et al.,
2018) e ocorreu em torno de 371 °C com perda de massa de 16,7 %.

Para o HDL utilizado no processo de remocdo de arsénio, apenas duas etapas de
decomposicdo térmica foram observadas, como mostra a Figura 23b e 23c. Para o material em
meio &cido, a primeira decomposicdo ocorreu em torno de 168 °C com perda de massa de 20,9%
e a segunda decomposicao ocorreu a 292 °C com perda de massa de 34,4 %. Para o material em
meio basico, a primeira decomposicdo foi observada na regido de 166 °C e a segunda em 283
°C com perda de massa de 14,3 e 29,1 %, respectivamente. Nesses casos, 0 primeiro processo
de decomposicao esta relacionado a moléculas de agua interlamelares e o segundo processo de
decomposicao a perda de ions carbonatos da regido interlamelar e ions hidroxila da lamela da
brucita como discutido anteriormente. Assim, o material tratado em meio acido exibiu uma
perda de massa maior (55,3 %) se comparado ao material em meio béasico (43,4 %). Os
compostos que apresentam uma maior perda de massa global indicam uma maior quantidade
de anions presentes nas camadas interlamelares. Esses dados confirmam o resultado de DRX
que mostraram um maior espacamento basal doos para 0 material em pH 2,00. Esse resultado
sugere que o material em meio &cido deve apresentar uma maior quantidade de arsénio
removido. Além disso, para todos os materiais, foi observada uma diferenca regular entre as
temperaturas de transicdo, o que indica estabilidade dos HDLs, sem colapso sequencial das
unidades que compBesm a estrutura lamelar e interlamelar (Vieira et al., 2009).

3.4.1.4. Espectroscopia na regido do Infravermelho
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Além do DRX, a espectroscopia de infravermelho permitiu evidenciar a inser¢do do
anion nitroprussiato na estrutura do HDL. O espectro FTIR para o HDL intercalado com

nitroprussiato e para esse material apds a adsor¢do de arsénio sdo mostrados na Figura 24.
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Figura 24. Espectro de infravermelho (FTIR) do HDL intercalado com nitroprussiato (linha
preta) e do material apds a adsorcéo de arsénio em meio &cido (linha vermelha) e meio béasico

(linha verde). A posicdo das bandas principais foi identificada na figura

De acordo com a literatura, a insercao de anions ou complexos no HDL contendo cianeto
pode ser facilmente demonstrada pelo aparecimento da vibracdo v(CN) na regido 2200-2000
cm? do espectro de infravermelho do material (Boclair et al., 1999).
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A banda larga em torno de 3360 cm™ esté relacionada as vibrag@es do estiramento dos
grupos OH do HDL (Boclair et al., 1999 e da Silva et al., 2003). A banda em 2039 cm* pode
ser atribuida ao estiramento do grupo CN enquanto a banda em 1622 cm™ esta relacionada ao
estiramento dos grupos NO e OH (Boclair et al., 1999 e da Silva et al., 2003). De acordo com
a literatura, a presenca de uma banda forte em 2039 cm™ em materiais intercalados, esta
relacionada a substituicio do ligante NO por moléculas de agua formando [Fe(CN)sH-O]* (da
Silva et al., 2003). Além disso, as bandas em torno de 1360 cm™ estdo relacionadas a presenca
do grupo carbonato, de acordo com da Silva et al. (2003). A banda fraca observada em 760 cm’
! pode ser atribuida ao estiramento Fe—N e ao dobramento Fe-N—-O (Ghalsasi et al., 2017).

E importante observar a presenca das bandas em 1932 cm™ somente no material
intercalado (HDL-NP) e no material apos a remocao de arsénio em meio basico, isto é, em pH
12,00. Essa banda esta relacionada ao estiramento do grupo NO, e esse resultado sugere que
em meio &cido é favorecida a liberagdo do 6xido nitrico do complexo durante a intercalacéo
(Boclair et al., 1999 e da Silva et al., 2003). Como ja se sabe, 0 nitroprussiato se decompde nos
grupos ferrocianeto e nitrosil apds a insercdo no HDL (Boclair et al., 1999). Assim, a presenca
do [Fe(CN)sH20]* é predominante no dominio interlamelar do HDL-NP em pH 2,00. Por outro
lado, parao HDL-NP ap0s a adsorcdo de As (V) em pH 12,00, é observada a presenca de bandas
relacionadas ao estiramento NO, o que sugere a coexisténcia de [Fe(CN)sNOJ* e
[Fe(CN)sH20]* no dominio interlamelar do Mg-Al-HDL-NP (da Silva et al., 2003). Esse
resultado esté relacionado com a remocao de arséno, como sera discutido. E importante notar
gue a presenca majoritaria dos anions [Fe(CN)sH»0]* sugere uma melhor habilidade para
remover As (V) se comparado a presenca do [Fe(CN)sNO]?%, ja que a interacéo eletrostatica

serd favorecida.
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3.4.1.5. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman para todos os materiais estudados (Figura 25) é consistente

com a sua estrutura cristalina e composicéo quimica.
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Figura 25. Espectro Raman do HDL intercalado com nitroprussiato (linha preta), e do material
apos adsorcado de As (V) em meio acido (linha vermelha) e meio basico (linha verde). A insercéo
mostra 0s modos relacionados as vibragdes equatoriais e axiais do grupo C—N.
A estrutura da hidrotalcita ¢ romboédrica (R3m, Z = 3) e 0 espectro Raman para
diferentes composicdes foi descrito em detalhes por Bellotto et al. (1996) e Richardson et al.

(2007) em seus trabalhos. No entanto, de acordo com Vieira et al. (2009) o nimero de modos

observados no espectro para materiais do tipo HDL é menor que os sitios de Wyckoff de todos
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os &tomos da célula unitaria. Isso se justifica pelo fato desses materiais poderem exibir uma
estrutura muito desordenada, o que pode violar as regras de selecéo e ativar os modos proibidos
da espectroscopia Raman (o mesmo é valido para a espectroscopia de infravermelho) (Vieira et
al., 2009). Dessa forma, a analise desse trabalho é baseada nos principais modos Raman
observados em HDLs e &nion nitroprussiato. E importante notar que o espectro Raman para o
HDL intercalado com nitroprussiato esta sendo mostrado pela primeira vez.

A Figura 25 mostra o espectro Raman para o HDL intercalado com nitroprussiato e para
esse material apds a adsorcdo de As (V) em pH 2,00 e pH 12,00, nas regides de 250 a 2500 cm"
! atemperatura ambiente. A presenca da banda em 562 cm™ corresponde a vibragdo Al—OH
(Vieira et al., 2009, Teixeira et al., 2018 e P.-Ramirez et al., 2001). Além disso, a banda em
1064 cm* esté relacionada com vibragdo de alongamento simétrico do COz> (Teixeira et al.,
2018 e P.-Ramirez et al., 2001). Essas duas bandas séo caracteristicas das estruturas dos HDLs
e estdo de acordo com a literatura (Vieira et al., 2009, Teixeira et al., 2018, P.-Ramirez et al.,
2001 e Santo et al., 2018). Na faixa de frequéncia de 2000 a 2200 cm™ pode-se observar os
modos relacionados a presenca dos anions nitroprussiato. De acordo com os calculos tedricos
para o anion [Fe(CN)sNO]?, é esperado ver modos fortes em torno de 2066, 2103 e 2136 cm,
relacionadas a vibrac6es do tipo equatorial e axial do grupo C—N. Essas bandas estdo destacadas
no interior da figura e pode-se observar que a segunda banda relacionada a vibracéo equatorial
do grupo C—N é a mais intensa. Além disso, a terceira banda, referente a vibracdo axial do
grupo C—N, diminui a sua intensidade nas amostras ap0s a adsorcdo de arsénio. A baixa
frequéncia nos modos em 364 cm? e 496 cm, relacionadas a vibragdo equatorial do grupo
Fe—C—N e vibracdo axial do grupo Fe—C, respectivamente, também foram observadas no

espectro Raman.
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3.4.2. Avaliagao do potencial de remocao do As
A Figura 26 apresenta as porcentagem de extracao das espécies As (I11), As (V) e DMA
em funcdo do adsorvente utilizado, HDL convencional ou HDL incorporado com nitroprussiato

(HDL-NP), nos diferentes valores de pH avaliados.
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Figura 26. Comparacdo da porcentagem de extracdo do As (Il1), As (V) e DMA utilizando
HDL conv e HDL-NP em funcdo do pH (temperatura 25 °C, velocidade de agitacdo 150 rpm,
tempo de contato 24 horas, concentragdo de As 10 mg L™ e concentragdo do adsorvente 1,33 g
L.

Nas condi¢6es investigadas, o HDL convencional ndo adsorve a espécie DMA, porém
apresenta adsorcao para As (111) em pH 6,02 (7,93% de remocéo) e para As (V) nos 3 valores
de pH estudados (101,07% de remoc¢édo em pH 2,00; 89,40% de remocdo em pH 6,02 e 47,31%
de remoc¢do em pH 12,00). Por outro lado, o0 HDL-NP adsorve a espécie DMA em pH 2,00

(25,10 % de remocao), apresenta adsorcdo para As (111) em pH 6,02 (21,11% de remog¢do) e em
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pH 12,00 (60,83% de remogéo) e adsorve As (V) nos 3 pHs estudados (102,23% de remogéo
em pH 2,00; 95,84% de remocéo em pH 6,02 e 56,07% de remocao em pH 12,00).

A partir destes resultados pode-se verificar que utilizando o HDL convencional €
possivel adsorver seletivamente o As (V) em pH 2,00 e 12,00. No entanto, sabe-se que a forma
trivalente (As (I11)) é muito mais toxica que as formas pentavalente (As (V)) e organica (DMA),
sendo interessante especiar a espécie trivalente de As a partir da espécie organica. Nesse
sentido, o HDL-NP apresenta resultados interessantes que podem possibilitar uma especiagéo
da espécie trivalente, uma vez que, em pH 2,00, ele é capaz de adsorver as espécies DMA e As
(V), mas nédo a espécie As(l11). Além disso, em pH 6,02 e 12,00, apenas as espécies inorganicas
As (I11) e As (V) séo adsorvidas, sugerindo uma possibilidade de especiacao da espécie organica
das demais. Como 0 As € mais comumente encontrado como oxianion em compostos
inorganicos nas formas As(111) (arsenito, AsO37?) e As(V) (arsenato, AsO43) e sendo as formas
inorganicas mais toxicas, a adsor¢do seletiva dessas espécies é algo estrategico, ressaltando as
carateristicas de adsor¢cdo do HDL-NP frente as diferentes espécies de As.

Nesse contexto, observam-se algumas vantagens na incorporagdo do nitroprussiato ao
HDL para adsorcdo das espécies de arsénio: a possibilidade de extracdo do DMA, o aumento
da porcentagem de extracdo das espécies inorganicas (As (111) e As (V)) em todos os valores de
pH estudados, 0 que é muito importante por serem as mais toxicas para o organismo humano e
a possibilidade de especiar as espécies de As em condi¢des especificas. Diante desses resultados
foram realizados estudos de adsorcdo mais completos das espécies As (111), As(V) e DMA sobre

0 HDL incorporado com nitroprussiato.

3.4.3. Isotermas de adsorcao

98



O estudo das isotermas de adsorcdo nos permite avaliar como o aumento da
concentracdo inicial do analito na fase liquida influencia na adsor¢do, quando sdo mantidos
constantes a massa de adsorvente e a temperatura. A Figura 27 apresenta as isotermas de
adsorcdo das espécies As (I11), As (V) e DMA em HDL-NP e as respectivas porcentagens de

extragdo obtidas nos diferentes valores de pH avaliados.
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Figura 27. Porcentagens de extracdo de (m) As (I11), (e) As (V) e (A) DMA em funcéo da
concentracdo inicial de As (a esquerda) e isotermas de adsorcao de (m) As (I11), (o) As (V) e
(A) DMA (a direita) em HDL-NP (1,33 mg L™). T = 25°C, 150 rpm, (a) pH 2,00, (b) pH 6,02

e (c) pH 12,00

De forma geral, os perfis das isotermas de adsor¢do foram fortemente dependentes da
espécie de arsénio adsorvida e do pH do meio. Os dados de isoterma confirmam que o HDL-
NP possui grande potencial para extracdo de As (V), principalmente em pH 2,00 (Figura 27a).
Nessa condicdo, praticamente todo o As (V) é removido da solu¢do quando sua concentracao
varia até 40 mg L. Além disso, na faixa de concentracéo inicial de As avaliada, a porcentagem
de extracdo do As (V) diminuiu pouco com o aumento da concentracdo do analito na solucéo
(de 103,8 % em 10 mg L™ para 87,7% em 100 mg L™). A partir da isoterma de adsorcao,
observa-se que a quantidade de As (V) adsorvida (qe) aumentou rapidamente com o aumento
da concentracdo de equilibrio desta espécie em solucéo até atingir um platé em torno de 76,9
mg g?, o qual sugeriu a saturacio da superficie do adsorvente. Nesse pH o HDL-NP nio
adsorveu a espécie de As (I11) e adsorveu pouco a espécie DMA (uma porcentagem de remocao

de 28,2 % foi verificada para uma concentracéo inicial de As igual a 10 mg L™).
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Em pH 6,02 (Figura 27b), o HDL-NP adsorve pouco o DMA, para toda a faixa de
concentracdo estudada (porcentagens de remogdo menores do que 5,0 %) e a quantidade
adsorvida de As (111) é baixa (porcentagens de remocdo de no maximo 20,0 %, com um (e
maximo de 10,0 mg g?). Além disso, a mudanga do pH de 2,00 para 6,02 causou uma
diminuicdo expressiva da quantidade adsorvida da espécie As (V), que atingiu um valor
maximo de quantidade adsorvida igual a 18,0 mg g%, promovendo uma mudanga no perfil da
isoterma de adsorcao.

Por fim, em valor de pH igual a 12,0 (Figura 27c) o comportamento de adsorcao das trés
espécies de As estudadas foram simlares aquele verificado em pH 6,02. Observa-se que 0 HDL-
NP ndo adsorve o DMA na maior faixa de concentracdo estudada, removendo apenas cerca de
4,0 % da espécie em concentragdo elevada do adsorvato. As espécies de As (V) e As (I11), por
sua vez alcangam valores maximos de e iguais a 20,8 mg g™ e 10,0 mg g%, respectivamente.

Nossos resultados para adsorcdo de As (V) sdo similares aqueles de Guo et al., (2012)
que verificaram que o aumento do pH promoveu uma diminui¢cdo da quantidade de As (V)
adsorvida em HDL do tipo CuMgFeLa-HDL, sendo este resultado atribuido ao aumento da
repulsdo eletrostatica entre a espécie de As (V) e a superficie do HDL. Resultados e explicac6es
similares foram propostas por Hongtao et al., (2018) ao avaliarem a adsorcdo de As (V) em
HDL do tipo MgAlIFe-HDL intercalados com anion cloreto ou nitrato. Entretanto, cabe destacar
gue os maiores valores de ge para As (V) sao verificados em pH 2,00, quando uma fracdo das
moléculas da espécie As (V) encontra-se em sua forma neutra (Equacdo 18). Ao mesmo tempo,
verificamos um aumento na adsor¢do de As (I11) quando o pH aumenta de 2,00, onde a espécie
encontra-se neutra, para 6,02 ou 12,00, onde a espécie encontra-se neutra ou carregada
negativamente, respectivamente (Equacdo 19). Por fim, ndo foi verificado nenhuma adsorcao

da espécie DMA em pH 6,00, a qual encontra-se carregada parcialmente negativa nesta
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condicdo (Equagéo 20) enquanto o HDL encontra-se carregado positivamente (pHpzc igual a

8,30 — Figura 28). Dessa forma, a adsor¢do das espécies de arsénio sobre 0 HDL-NP ndo deve

ser apenas de natureza eletrostatica, podendo envolver interacGes especificas entre estas

espécies de arsénio e o nitroprussiato incorporado no HDL.
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Figura 28. Curva de ApH versus pHinicial para determinacéo do ponto de carga zero (PCZ) do

HDL-NP.

Tendo em vista as caracteristicas de adsorcdo da espécie de As (V) sobre o HDL-NP, é
importante compreender os mecanismos de adsorcao desse analito sobre este adsorvente. A fim
de ajudar na compreensdo de tal mecanismo, os modelos de isoterma de Langmuir e de
Freundlich foram ajustados aos dados experimentais de adsor¢do do As (V) como mostra a

Figura 29. Os parametros de ajuste dos modelos sdo apresentados na Tabela 18.
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Figura 29. Ajuste dos modelos de Langmuir (a) e Freundlich (b) para As (V) em pH 2,00; pH

6,02 e pH 12,00

Tabela 18. Valores encontrados para o ajuste dos modelos de isoterma de Langmuir e

Freundlich (25 °C; 0,0200 g de adsorvente)
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Modelos de Parametros pH 2,00 pH 6,02 pH 12,00

Isoterma
Omax (Mg g'l) 77,63 18,84 24,15
Langmuir KL (L mg?) 0,92 0,10 0,07
R2 0,9996 0,9501 0,9866
Ke 1 6,1476 3,6089
Freundlich n 5,8082 4,5446 2,3752
R2 0,9609 0,9215 0,9912

Observou-se que o modelo de Langmuir foi aquele que melhor se ajustou aos dados de
adsorcdo de As (V) sobre HDL-NP em pH 2,00 (R2=0,9996), sendo estimado um valor maximo
da capacidade de adsorcdo (qms) de 77,63 mg g*, o qual foi proximo do valor obtido
experimentalmente (76,9 mg g*) e em pH 6,02 (R2= 0,9501) sugerindo que a adsor¢éo ocorreu
em sitios de adsorgéo similares. Por outro lado, em pH 12,00, o modelo de Freundlich forneceu
o melhor ajuste para os dados de adsor¢do com valore de R? igual a 0,9912, indicando que a

mudanca de pH promoveu uma mudanga do mecanismo de adsorgéo.

3.4.4. Cinética de adsorcéo

O estudo de cinética esta relacionado com a taxa de remocéo do analito em funcéo do
tempo. Devido a alta capacidade de remocdo do As (V) pelo HDL-NP, o estudo de cinética foi
feito apenas para essa espécie. A Figura 30 apresenta como a quantidade de As (V) adsorvida

varia com o tempo em pH 2,00, 6,02 e 12,00.
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Figura 30. Adsorcéo de As (V) com concentracdo inicial 20 mg L™ em funcéo do tempo em

HDL-NP em pH 2,00; 6,02 e 12,00 (temperatura 25 °C, velocidade de agitacdo 150 rpm,

concentracéo do adsorvente 1,33 mg L?)

O primeiro tempo de coleta e anaise do teor de remocéo foi 30 minutos. Observando os
resultados apos este tempo, verifica-se que o valor de gt praticamente ndo se altera, ou seja, a
cinética para esse processo é muito favoravel.

Guo et al., (2012) em seu trabalho usou Cu/Mg/Fe/La-HDL (0,2 g L) para remover As
(V) e atingiu o equilibrio ap6s 8 horas com um gt de 21 mg g

Lee et al., (2018) usou Mg-Al-HDL para remover As (V) 0,2 g L%, em pH 7,00 e atingiu
o equilibrio apés 360 minutos usando o adsorvente calcinado com um g proximo a 130 mg g*
e 180 minutos usando o adsorvente ndo calcinado com um g proximo a 20 mg g

Tirk et al. (2009), em seu trabalho usou Mg—Fe—CO3-HT (10 g L) em 50 mL de

solucdo contendo As (V) em diferentes concentracdes e verificou que o tempo de equilibrio foi
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aproximadamente 15 minutos. Para o As (V) na concentracdo 500 pg L™ o g foi proximo a 20

1

HO g
Comparando o resultado obtido com os trabalhos encontrados na literatura, verifica-se
que o tempo para remogdo do As (V) usando HDL-NP é baixo sendo um 6timo indicativo para

aplicacdo deste material.

3.5. Concluséao

O HDL-NP se mostrou seletivo na adsorcao das espécies de arsénio, As (I11), As (V) e
DMA, em funcdo do pH. Em pH &cido (2,00) ele adsorve As (V) e DMA, em pH 6,02 e em pH
béasico (12,00) o HDL-NP adsorve as especies inorganicas As (111) e As (V). O potencial para
remocdo do As (V) foi maior em pH &cido, 6,02 e basico para toda a faixa de concentragéo
estudada. Foi feito o estudo das isotermas de adsorcdo para essa espécie e concluiu-se que o
mecanismo de adsorcdo foi diferente em funcéo do pH, a adsor¢do em pH 2,00 ocorreu em
monocamada pois 0 modelo de Langmuir foi o que melhor se ajustou (R% = 0,9996) e em pH
6,02 e 12,00 a adsorcao ocorreu em multicamada pois 0 modelo de Freundlich foi o que melhor
se ajustou (R? = 0,9667 e Rz = 0,9912) respectivamente. Em relacdo a cinética observa-se que
0 processo de adsorc¢éo é rapido (apos 30 minutos ndo foi verificada alteracdo no valor de qt) o

que reforca a importancia de se investir em mais estudos para aplicacao deste material.
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The wim of this work was to develop a method using high performance liquid chromatography coupled with hydride generation atomic
fluorescence spectrometry (HPLC-HG-AFS) for the determination and speciation analysis of the inorganic and organic species of
arsenic found most often in rice samples: As(V), As(IIl). monomethylarsonic acid (MMA), and dimethylarsinic acid (DMA). The
best chromatographic resolution was obtained using pH 6.2, a phosphate buffer mobile phase concentration of 20 mmol L and flow
rate of 0.57 mL min"', HCl concentration of 3.55% (viv), and NaBH, concentration of 0.906 (w/v). The accuracy of the method was
confirmed by the low relative error values obtained for analysis of a cenified reference material (NIST 1568h): 6,635 (total inorganic
As), 3445 (DMA), 0% (MMA), and 0.33% (total As). In recovery tests, the proposed method achieved satisfactory recovenies in

the range 86-1 104,

Keywords: speciation analysis; arsenic; rice.

INTRODUCTION

Rice is acereal obtained from ¢ryza sativa L., a monocotyledonous
plant of the family Pogceae (grasses). It is an important component of
the diet in many countries and is therefore of considerable economic
and nutritional importance. According to data of the Brazilian
Agricultural Research Corporation (EMBRAPA).? rice is grown and
consumed in all continents of the world. The crop is mainly produced
on irmgated and flooded soils, which can be problematic in regions
affected by soil contamination, since elements such as inorganic
arsenic (As(IIT) and As(V)) are both highly toxic, but As(III) are
60 times more toxic than As(V), and very soluble in water.** The
presence of water increases the mobility of these species in the soil,
as a result of which they can be absorbed by the roots of the plants
and reach the grains.

Arsenic is widely distributed in the Earth's crust, where it
is generally present in low concentrations.® It is a component of
over 200 mineral species.” of which 60% are arsenates, 20% are
arsenosulfides also containing metals such as Fe, Pb, Cu and Ag and
the remainder include arsenites, oxides, arsenides, and elemental
arsenic. The most common mineral is arsenopyrite (FeAsS). The
mobilization of arsenic in the environment occurs due to natural
processes (climatic variations, biological activity, and volcanic
activity)." as well as anthropogenic activities involving industrial
emissions (mining, non-ferrous metal smelting. and combustion
of fossil fuels) and the manufacture and use of fertilizers, wood
preservatives, insecticides. and herbicides.®*

Arsenic is found naturally in the environment in four oxidation
states: As(V), As(IIT), As(0), and As(-IIT)." The methylated acid
forms of arsenic, MMA and DMA, are only slightly toxic."
while arsenobetaine (AsB) and arsenocholine (AsC) are relatively

*e-mail: guilhermedr@ufmg bhr
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nontoxic." However, arsenic is most commonly found as an oxyanion
in inorganic compounds, in the species As(V) (AsO,"), highly toxic,
and As(IIT) (AsO,>). 00

Human exposure to arsenic can occur in several ways.
Contamination can occur by skin contact or inhalation,” but the main
routes are by the ingestion of contaminated drinking water or food. ™
Studies have shown that the greatest human exposure to arsenic by
the food route is due to the consumption of cereals, with rice and
rice-based foods being at the top of the list." Long-term exposures to
high levels of arsenic are associated with higher rates of skin, bladder,
and lung cancers, as well as heart disease ™'t

Due to their high toxicity to humans, inorganic arsenic compounds
are classified as Group I carcinogens by the International Agency for
Research on Cancer.'™” The United States Environmental Protection
Agency (USEPA) has placed these compounds at the top of the list
of priority pollutants.' According to the Brazilian National Health
Surveillance Agency (ANVISA), the legally established maximum
tolerable limit (MTL) for this contaminant in rice and its derivatives
is 300 pg kg'." In 2014, with the aim of ensuring consumer health,
the UN Food and Agriculture Organization (FAO), together with the
‘World Health Organization (WHO), published the FAO-WHO Codex
Alimentarius establishing international standards of food safety and
quality, according to which the maximum permissible content of
arsenic in rice is 200 pg kg™

Since the toxicity of this element depends on the chemical
form in which it is present, it is important to develop methods able
to determine each species of arsenic in food samples. in order to
enable accurate assessment of risks.*"** Furthermore. since the
maximum permissible concentrations are low, such methods must be
sufficiently sensitive and accurate for determination of the content
of each arsenic species. There are several methods that can be used
for arsenic speciation studies. The most sensitive “hyphenated”
speciation techniques involve the use of high performance liquid
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chromatography (HPLC)"** coupled with detection using inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS).* hydride generation
and atomic absorption spectrometry (HG-AAS), or hydride generation
and atomic fluorescence spectrometry (HG-AFS).” The present work
proposes the use of HPLC-HG-AFS, which provides high sensitivity
and selectivity for the determination of low concentrations of hydrides
of elements of environmental importance, such as those of As, Hg.
Sb, Se, Bi. Cd. Sn, and Th.*

The chemical processes involved in this technique are related
to the specific chemical reactions for each element. In the case of
arsenic. the use of a fairly high concentration of sodium borohydride
enables the conversion of DMA. MMA. As(IIl) and As(V) into
volatile species that can be determined by AFS.”** As(III) and As(V)
form AsH,, MMA forms CH,AsH,. and DMA forms (CH,),AsH. The
main advantage of this technique is that only the volatile hydrides are
transferred to the detector in the carrier gas flow. while the sample
matrix remains in the liquid. hence eliminating interferences in the
detection system.™

AFS provides high sensitivity, comparable to other techniques,™
while offering the advantage of lower cost. Therefore. the main
objective of this work was to develop and verify an analytical
methodology employing HPLC-HG-AFS for the speciation of arsenic
present in different rice samples.

EXPERIMENTAL
Apparatus

The HPLC-HG-AFS analytical system consisted of a high
performance liquid chromatograph equipped with a Dionex pump
model UltiMate 3000, a Hamilton PRP-X100 anion exchange column
(250 x 4.1 mm. 10 pm particle size) and operated with Chromeleon
software. which was coupled to a PS Analytical Excalibur hydride
generator with atomic fluorescence spectrometer detector. The
optimized operating parameters were as follows: mobile phase
consisting of 20 mmol L* phosphate buffer (K,HPO, + KH,PO,) at
pH 6.2: mobile phase flow rate of 0.57 mL min"'; HCI concentration
of 5.55% (v/v) and flow rate of 2.5 mL min"; NaBH, concentration
of 0.90% (w/v) and flow rate of 4.5 mL min"'.

An inductively coupled plasma mass spectrometer (ICP-MS)
(PerkinElmer NexION 300X). equipped with a Meinhard nebulizer
and an autosampler. was operated under the following conditions:
argon (99.999%) plasma gas flow rate of 15 L min''; auxiliary gas
flow rate of 1.20 L min''; oxygen (99.99% ) flow rate of 0.6 mL min'';
nebulizer flow rate of 0.9 mL min™: 20 scans with reading time of
75 ms. To eliminate the interference of ArCl in ICP analysis, the
equipment has a reaction cell (DRC-ICP-MS). Arsenic was effectively
converted to AsO using oxygen as the reaction gas in DRC, and the
resulting mass of AsO (91) is determined.

Chemicals

Purified water was obtained from a Milli-Q system (Elix
Technology. Singapore). All reagents were used as received, with
no further purification process, as follows: 65% nitric acid (Quimica
Moderna, Sao Paulo, Brazil). fuming 37% hydrochloric acid
(Quimica Moderna, Sao Paulo. Brazil), sodium borohydride (Sigma-
Aldrich). sodium hydroxide (Sigma-Aldrich). dibasic potassium
phosphate (K,HPO,) (Sigma-Aldrich). monobasic potassium
phosphate (KH,PO,) (Sigma-Aldrich). sodium arsenite (NaAsO,)
(99.0%. Fluka). cacodylic acid (C,H,AsO,) (98%. Sigma-Aldrich),
disodium methyl arsenate hexahydrate (CH,AsO{ONa),.6H,0)
(Santa Cruz Biotechnology). dibasic sodium arsenate heptahydrate

Quim. Nova

(HAsNa,0,.7H,0) (98.0%. Sigma-Aldrich), arsenic (1000 mg L in
2% HNO,) (SPEX CertiPrep). 1000 mg L' yttrium internal standard
(SPEX CertiPrep), and certified reference material NIST SRM 1568b
Rice Flour (National Institute of Standards and Technology. USA)
containing 180 = 12 pg kg' DMA, 11.6 + 3.5 pg kg’ MMA. and
92 + 10 pg kg ' inorganic As. For ICP-MS only. double-distilled nitric
acid in a quartz distiller is required.

Rice samples

Rice samples were obtained from national supermarket chains.
The samples were rapidly frozen. using liquid nitrogen. in order to
facilitate milling in a blender (Cuisinart) until the material passed
through a 300 pm sieve (Viatest GmbH). The transformation of
the rice into a fine powder was essential in order to ensure the
best possible extraction efficiency. The material was then divided
into portions of around 10 g. The samples were stored at ambient
temperature, avoiding sources of light and heat.

Extraction procedure for speciation by HPLC-HG-AFS

Approximately 1.00 g portions of milled rice were weighed out
into glass tubes. followed by weighing of 10.00 g of 0.28 mol L
HNO,. All reagents added to the assays were weighed for the exact
final calculation of the arsenic content in the fortified extract. The
tubes were placed in a thermostatic bath with water circulation
(Model N3, Haake). at 91.7 °C. for 90 minutes. The tubes were then
removed from the bath, noting the color change from white (rice
powder) to yellow at the end of the extraction. The tubes were left
to cool at ambient temperature, followed by centrifugation (Baby 11
206 R, Excelsa) and filtration of the supernatants through 0.22 ym
syringe filters.

Quantitative determination of the arsenic species was performed
using a standard additions procedure. with weighing out of 4.00 g
of the filtered extract and 1.00 g of the standard (in nitric acid)
containing the four species of arsenic under investigation, totaling
5.00 g of fortified extract. The procedure was based on the previous
work by Farias e al.” and Batista et al.,* with adaptations according
to previous studies in the laboratory.

Spiking of the samples with arsenic standards considered the limit
of detection of the method for each species studied. the sensitivity. and
the estimated initial amounts of each arsenic species in the samples.
These estimates were obtained by direct injection of a pure extract
of the fortified extract to be studied (with unknown arsenic content)
into the HPLC-HG-AFS system. comparing the intensity of the signal
obtained with that for a standard containing 10.00 pg kg™ of each
arsenic species. using a directly proportional relation.

After spiking with arsenic standards, the fortified extract were
homogenized. placed in an ultrasonic bath (Biociclo Instrumentos
Cientificos) for 20 min, and then analyzed by injection of aliquots
into the HPLC-HG-AFS system. Each assay were performed in
duplicate.

Microwave extraction for determination of total arsenic by
ICP-MS

The total arsenic content was determined by weighing out
0.2000 g of sample and transferring it to a flask, to which 2.00 mL
of double-distilled nitric acid was then added. The samples were
submitted to microwave digestion (ETHOS One. Milestone), using
the heating program shown in Table 1.

After cooling the microwave to 38 °C. the samples were removed
and left to cool to ambient temperature. The digested material was
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Table 1. Heating program for microwave digestion of nice samples

Time {min) E(W) programmed Temperature ("Ch
10 min 1500 180
15 min 1500 180
30 min 0 cooling up to 38 °C

then quantitatively transferred to 50.0 mL polypropylene Falcon
tubes by washing the PTFE digestion flasks with Milli-Q water
{18.2 M€ cm). The final solutions were weighed and the samples were
stored in a refrigerator at 4.0 "C. Prior to analysis. 0.1 mL of yttrium
internal standard (50 pg kg') was added, with homogenization. The
samples were then analyzed using the ICP-MS system.

RESULTS AND DISCUSSION

In any speciation study, it is essential to preserve the organic and
inorganic species present. Previous studies showed that extraction
using 0.280 mol L' HNO, at 95 =+ 3 °C for around 90 min preserved
all the species of arsenic and enabled their quantitative recovery.’*
Use of the same extraction conditions for a longer period of
time (120 min) caused the reduction of As(V) to As(III).”" while
temperatures higher than 95 = 3 °C resulted in lower extraction
efficiency. In addition, the concentration of HNO, should be in the
range 0.2-0.7 mol L™, in order to avoid the reduction of As(V) by
sulfur compounds and the oxidation of As(III} due to interaction
of HNO, with the extract.

Separation of the arsenic species was achieved using an anion
exchange column, since most arsenic species are present as neutral or
negative ions in solution, depending on the pH.* It can be seen from
the chromatogram shown in Figure 1 that the species with the lowest
charge (As(III)) exited the column first, while the species with the
highest charge { As(V)) was retained for a longer time. In addition, the
efficiencies of hydride formation differ, hence affecting the sensitivity
of the method, depending on the analyte under consideration.
In the present case, all the species were present in the sample at
concentrations of 10 pg kg, while the signals showed different
heights and areas, as observed previously by Gémez-Ariza et al.™
and Farias ef al.™
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Optimization of the method

The aim of the optimization procedure was to determine the
conditions that provided satisfactory sensitivity and separation of the
different species. hence resulting in accurate results. Evaluation was
made of the influence on chromatographic resolution of the following
parameters and their corresponding levels: pH (5.7, 5.9, 6.2, 6.5, and
6.7): concentration of the K,HPO /KH,PO, buffer mobile phase (15,
17.5,20,22.5, and 25 mmol L'); flow rate of the mobile phase (0.44,
0.50.0.57, 0.64, and 0.70 mL min"); concentration of HCl (4.6, 5.6,
6.5, 7.4, and 8.3% (v/v)): concentration of NaBH, (0.70, 0.80, and
0.90% (wiv)). The substances HCl and NaBH, are used in the hydride
formation process for later detection via AFS. After the separation of
the species in the chromatographic column, HCI and NaBH, are the
necessary reagents for the formation of volatile hydrides. The kinetics
of these chemical reactions and ensuring that they occur completely
are key factors in controlling the sensitivity of the technique and
the success of the analysis. These chemical reactions occur prior to
detection. Although they do not interfere in the separation of arsenic
species. they affect the process of hydride formation, thus influencing
the quality of the chromatogram. The best conditions were selected by
visual analysis of the chromatograms (Figure 2) and the calculation
of the resolution according to equation 1:

2(iR2-m1)
w2+ wl

Rl2= (1

where (R is the retention time and w is the width of the peak base.

The optimized experimental conditions, pH of mobile phase 6.2;
concentration of mobile phase K,HPO /KH,PO, 20 mmol L. mobile
phase flow rate 0.57 mL min''; concentration of HCl 5.6% (v/v) and
concentration of NaBH, 0.9% (m/v) in NaOH 0.1 mel L' (Table 2),
were used in the experiments to determine the content of each arsenic
species in the rice samples.

Method verification

Verification of the method was performed under the previously
optimized conditions, in order to confirm that it was suitable for the
speciation of arsenic present in the rice samples. The verification
procedure followed the guidelines of the Brazilian Ministry of
Agriculture, Livestock, and Supply (MAPA)™ and Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO).™

Firstly, the relationship between the analyte concentration
and the chromatographic peak area was evaluated by analyzing
15 standard solutions containing different concentrations of the
species of interest, in order to identify the region in which the
method provided a linear response. This procedure was performed
for each arsenic species.

The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were
calculated using 7 replicates of the blank, according to Equations 2
and 3 (INMETRO),” where 5D is the standard deviation.

3.3x 8D

= 2
slape af the analvtical curve =

LOO 10 x 5D (3)

slope af the analytical curve

The LOD and LOQ values obtained (Table 3) showed that the
proposed method enabled determination of very low levels of the
four arsenic species. The LOQ values of the method complied with
the recommended limit established in legislation (200 pg kg") for
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the determination of inorganic arsenic in rice samples, with values
of 1.59 pg kg' for AS(IIT) and 4.81 pg kg for As(V).

Since a blank matrix without any arsenic was not available,
evaluation of the effect of the matrix was performed by comparing
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quantification of the analyte in an unknown sample using external
calibration (employing standards of the analyte in pure solvent) and
using a calibration curve constructed using extracts of the unknown
sample spiked with standards in nitric acid. as recommended by
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Figure 2. Chromatograms obtained for the arsenic species standards at 10 pg kg wn nitric acid. Fixed values of the other experimental parameters in univariate
optimization: pH of mobile phase 6.2, concentration of mobile phase K.HPO/KH,PO, 20 mmol L, mobile phase flow rate 0.57 mL min’, HCI concentration
5.6% (v/v), NaBH, concentration 0.9% (m/v) in NaOH 0.1 mol L’
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Figure 2. Chromatograms obtained for the arsenic species standards af 10ug kg innitric acid. Fived values of the other experimental paramerers in univariate
optinuzation: pH of mobile phase 6.2, concentration of mobile phase K HPO/KH.PO, 20 mmol L', mobile phase fiow rate 0.57 mL nin?, HCI concentration
5.6% {wivl, NaBH, concentration 0.9% {m#v) in NaOH 0.1 mol L {cont.)

MAPA.™ This revealed the existence of a matrix effect. so it was
necessary to use the standard additions method for analysis of the
rice samples. The results obtained for the main parameters considered
in the method verification are presented in Table 3.

The precision of the method was evaluated in terms of
repeatability, with the preparation and analysis of nine standards
(at three concentration levels, in triplicate) consisting of solvent
(0.28 mol L' HNO,) containing the analyte. The concentration
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Table 2. Operational used after optimization proced

Studied parameters Studied range Best Conditions
pH of mobile phase 57:59:62:65and 6.7 6.2
concentration of mobile phase (mM) 15:17.5;20; 225 and 25 20

mobile phase flow rate (mL min”) 0.44: 0.50; 0.57; 0.64 and 0.70 057
concentration of HCI (% viv) 46:56:65:74:83 56
concentration of NaBH, (% m/v) 0.70; 0.80 and 0.90 09

Table 3. Analytical p of the proposed methodology

Analytical parameters As (IID DMA MMA As(V)
Linear range (pg kg'') 159-200 1.12-50.0 0.26-200 4.81-300
R: 0.9998 09995 0.9997 0.9985
Precision% (n=3) 215 (14 pgkg) 157 (M4 pgkeg) 256 (16 pgkg") 6.88 (23 pg kg
LOD (pg kg™ 053 0.36 0.09 1.58

LOQ (pg kg™ 1.59 1.12 0.26 481

LOD: limit of detection, LOQ: limit of quantification.

levels studied were: 3.75,8.75 and 13.75 pg kg for As(III) and DMA,
4.5, 10.5 and 16.5 pg kg' for MMA and 7.5, 17.5 and 27.5 pg kg*
for As(V). The calculated coefficients of variation (CV) are shown
in Table 4.

Table 4. Precision studies of the proposed methodology

BL pa [As 1] [DMA] [MMA] [AsV]

peke e kg g kg pe kg
x standard | 375 387 438 573
s standard | 0.23 036 024 0.72
CV standard | 6.07 9.44 556 12.65
X standard 2 857 3.13 10.22 16.64
s standard 2 0.30 0.70 128 1.26
CV standard 2 349 8.63 1252 754
X standard 3 13.56 1353 1597 2335
s standard 3 0.29 021 041 181
CV standard 3 215 157 256 7.76
X: average, st dard deviation. CV: coefficient of variation.

According to the criteria of MAPA™ for acceptable precision, the
CV value should be less than 2/3 of the value established according to
the concentration. In the case of the present study (with concentrations
below | ppm). the maximum permitted CV was (2/3 x 35)%,
corresponding to 23%. The CV values obtained for standard 1 (with
lower arsenic concentration) were 6.07% (As(II)), 9.44% (DMA),
5.56% (MMA). and 12.65% (As(V)). The values for standard 2 (with
intermediate arsenic concentration) were 3.49% (As(III)). 8.63%
(DMA), 12.52% (MMA). and 7.54% (As(V)). while for standard 3
(with higher arsenic concentration), the values were 2.15% (As(III)).

Table 5. Evaluation of the accuracy of the propased method

1.57% (DMA). 2.56% (MMA). and 7.76% (As(V)). It could therefore
be concluded that the CV values were well below the maximum
permitted value. indicating the good precision of the technique.

Accuracy of the method

The accuracy of the proposed methodology was evaluated by
analysis of the speciation of As in a certified reference material
(NIST 1568b). The analytical curves were constructed with six
concentration levels. Since each HPLC-HG-AFS analysis lasted about
20 min. the study was done in duplicate for each concentration level.

The speciation results obtained for the NIST 1568b certified
reference material using the proposed methodology were
compared with the labeled values (total inorganic arsenic
(As(IIT) + As(V)) =92 = 10 pg kg'. DMA = 180 = 12 pg kg, and
MMA=11.6=+35pgkg").

The accuracy was obtained by comparing the value obtained
experimentally with the certified value. with calculation of the relative
error (RE), as recommended by MAPA™ and INMETRO." The RE
values were 6.63% (total inorganic As), 3.44% (DMA). 0% (MMA).
and 0.53% (total As). demonstrating the satisfactory accuracy of the
proposed methodology (Table 5).

Figure IS (Supplementary Material) shows the analytical curves
for speciation of the NIST 1568b material. The rice extracts were
spiked with standards prior to the HPLC-HG-AFS analyses. so the
concentration of each arsenic species was obtained from the regression
equation of the analytical curve. The concentrations of the arsenic
species in the rice grains were then obtained by considering the
dilutions performed during the sample preparation procedure. The first
dilution was approximately 1 I-fold (weighing out 1.0000 g of the solid
reference material and adding 10.00 g of nitric acid 0.28 mol L). The
second dilution was 1.25-fold (weighing out 4.0000 g of the filtered

Certified Reference Material As I AsV DMA MMA Total As AFS
NIST 1568b Rice Flour (pg kg ") 9210 180+ 12 11635 285+ 14
Experimental Value (pg kg™) 574 40.7 1738 116 2835
Relative Error (RE) 6.63% 3.44% 0 0.53%

AFS: Atomic Fluorescence Spectrometry.
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Table 6. Arsenic speciation through HPLC-HG-AFS and comparison of total As content between ICP-MS analysis (pg ke')

Amosira  As(D  DMA  MMA  As(V) o ::‘01 ooy Aol Avermge s RSDG Emor Emﬁt‘;‘;"[&)
1568h 74 1738 1L6 407 98.1 1854 2834 2705 2775 99 36 21 1021
Rice A 479 1126 79 65.9 1138 1205 2343 203 324 1707 73 08 100.8
Rice B T3 163.4 27 56.6 1343 1661 3004 2914 2840 1030 37 58 105.8
Rice C 489 184.5 14 19.8 68.7 1869 2555 2782 2760 314 L1 14 92.6
Rice D 014 1123 43 218 1232 1166 2399 2150 2189 5.61 26 9.6 109.6
Rice E 378 189 25 241 819 14 103.4 96.6 94.2 337 36 97 109.7
Rice F 519 371 59 579 109.8 43 1529 167.1 173.2 36 50 118 882
Rice G 128 122.1 53 228 456 1274 1729 1788 1788 33 96.7
Rice H 743 T00.0 73 16.8 911 073 T9RS TeS6  TRL4 37 30 21 1021
Rice I 292 729 37 314 606 T6.6 1372 1518 1583 9.3 59 134 86.6

As I: inorganic arsenic. As org: organic arsenic, 5: standard deviation, RSD: relative standard deviation.

extract and completing to 5.0000 g with 0.28 mol L' HNO,).

The proposed method was applied for the determination andfor
speciation of As in nine rice samples. The results obtained for each
specie were then summed and compared with the values of total As
determined by ICP-MS (Table 6).

The performance of the method was evaluated using recovery
calculations, comparing the total As values obtained by the
HPLC-HG-AFS and ICP-MS methods, considering the value
obtained by ICP-MS as the reference (expected) value. According
to MAPA™ and INMETRO.” the recovery range considered
acceptable depends on the amount of the analyte in the sample. In
the case of the present samples with concentrations between 100 and
1000 pg kg', recovery values in the range from 80 to 110% were
considered acceptable.

All the recoveries were within the acceptable range, with values
close to 100% (Table 6). confirming the applicability of the proposed
HPLC-HG-AFS method for the speciation of arsenic in rice samples.
The recoveries obtained here were compatible with those found in
previous studies, for the same type of sample. where the values were
in the ranges 92-103% (Farias ef al.),”! 81-117.8% (Batista &f al.),*
89-106% (Huang ef al.)* and 83.8-115.6% (Segura ef al.).*

Considering the FAO-WHO Codex Alimentarius maximum
permissible concentration for arsenic in rice (200 pg kg'),* it could
be concluded from the results (Table 6) that samples A. B, C. D, and
H were unfit for human consumption.

The rice samples studied showed heterogeneity in terms of their
arsenic contents. For example, sample H had a high total arsenic
content (798.5 pg kg'), although most of this (700 pg ke') was
in the form of DMA. which is a less toxic organic arsenic species.
On the other hand, sample E had the lowest total arsenic content
(1034 pg kg"). but the highest content of As(I1T) (57.8 pg kg™), which
is the most toxic inorganic arsenic species, so this sample presented
greater risk to human health. A high content of inorganic arsenic
(71.9%) was also found for sample F. These results demonstrated
that analysis of the total arsenic content alone is insufficient for
accurate evaluation of potential risks, highlighting the importance
of developing methods capable of arsenic speciation.

With the exception of samples E and F, in which there was the
predominance of inorganic arsenic, the samples presented higher
contents of DMA. compared to the other arsenic species, as previously
found by Farfas ef al.” for rice from Argentina. Samples A. B, D,
and I presented around 50% of inorganic species and 50% of organic
species. while samples C. G, and H presented higher contents of
organic species.
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CONCLUSIONS

The methodology applied in this work was effective for the
speciation of arsenic present in rice samples. The HPLC-HG-AFS
hyphenated technique was selective and provided high sensitivity,
enabling the quantification of low levels of arsenic in the samples
analyzed. The optimized conditions of the method were pH 6.2,
phosphate buffer mobile phase concentration of 20 mmol L, mobile
phase flow rate of 0.57 mL min", HC] concentration of 3.35% (v/v).
and NaBH, concentration of 0.90% (wiv). These conditions enabled
accurate speciation of the NIST 1568b certified reference material,
as well as determination of the speciated arsenic contents of nine
samples of rice.

The concentrations of arsenic species found for the rice samples
revealed the importance of speciation analyses for accurate evaluation
of risks. This was because some samples (such as sample H) presented
a high content of total As, although most of the As was in less toxic
organic forms, while others (such as sample F) had a low total
arsenic content. but most of the As was present in the highly toxic
inorganic form.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Material shows the analytical curves for
speciation of the NIST 1568b material.

The linear regressions (b / a) applied in the calculation of the
respective dilutions and arsenic contents (MIST 1568b) are also
presented (Figure 1S).
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An evaluation was made of the use of MgAI-LDH with incorporated nitroprusside as an adsorbent to
remove inorganic arsenic (As(Ill) and As{V)) and organic arsenic (DMA) from aqueous matrices. The mate-
rial was synthesized by the co-precipitation method at constant pH and was characterized by Raman
spectroscopy, infrared spectroscopy, thermogravimetry, X-ray diffraction, and high-resolution transmis-
sion electron microscopy, before and after use in the adsorption process. The effects on adsorption of con-
tact time, initial metalloid concentration, and pH were investigated. For an initial concentration of 10 mg
L' and pH 2.00, the MgAI-LDH with incorporated nitroprusside was only able to adsorb the DMA and As
(V) species, with removal percentages of 25.10 and 103.8%, respectively. At pH 6.02 and 12.00, only the
inorganic species were adsorbed, with removal percentages of 22.93% and 60.07%, respectively, for As(I1l),
and 89.81% and 71.64%, respectively, for As(V). Application of the Langmuir and Freundlich isotherm
maodels indicated that the features of the adsorption process depended on the pH of the medium and
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the arsenic species. The results showed that the use of MgAI-LDH with incorporated nitroprusside has
potential for the development of techniques for the speciation of arsenic species.

© 2020 Published by Elsevier Inc.

1. Introduction

The contamination of water by arsenic is of global concern due
to the serious human health problems that can be caused by long-
term exposure to high levels of this metalloid, which can lead to
the development of several types of cancer, cardiovascular and res-
piratory diseases, nervous system disorders, and diabetes [1]. Con-
centrations of total arsenic up to 5000 ug L' have been found in
subterranean waters, greatly exceeding the value of 10 pg L' rec-
ommended by the World Health Organization (WHO) and the Uni-
ted States Environmental Protection Agency (US EPA) |2.3], which
has the increased the concerns of health agencies worldwide.

Arsenic is found in nature in different chemical forms that have
varying degrees of toxicity. Most commonly, arsenic is present as
an oxyanion in inorganic compounds in the forms As(l1l) (H,AsO4
-, HAsO? ", and AsO3 ) and As(V) (H,AsO;, HAsO? , and AsO} )
|4], with the trivalent form being much more toxic than the pen-
tavalent form [5]. In addition, there are organic forms of arsenic,
such as monomethylarsonic acid (MMA) and dimethylarsinic acid
(DMA), which are less toxic than the inorganic forms [6].

Research efforts have been devoted to the search for methods
that can provide efficient removal of arsenic from water, as well
as the development of techniques for speciation of the different
forms of arsenic. In this context, adsorption processes are among
the most efficient and widely used techniques for the removal of
contaminants from water [7-12|, mainly due to their low cost
and ease of operation [2). Various adsorbents have been proposed
for the treatment of water containing arsenic, including cellulose
derivatives, hydrogels, micro- and macro-porous resins, carbona-
ceous materials, red mud, lateritic soils, calcined bauxite, resins,
clay minerals, and metal oxides and hydroxides [13-17]. Many of
these adsorbents have limitations related to the difficulty of syn-
thesis, low adsorption capacity, and risk of secondary pollution
|3]. Consequently, there is continuing interest in the development
of new materials for the adsorption of arsenic.

The use of layered double hydroxides (LDHs) to remove arsenic
from water has emerged as an attractive option due to their hydro-
philic nature and high anion exchange capacity [18]. LDHs, also
known as anionic clays, are compounds analogous to brucite (Mg
(OH):), with positively charged layers whose charges are counter-
balanced by interlamellar, interchangeable, hydrated anions. The
chemical structure of this class of compounds can be described

by the general formula [M;* M}* (OH),|A” . .nH,0. where M** and
M?* are divalent and trivalent metal cations, A™" is the interca-
lated anion with charge m-, and x is the M**/(M** + M**) ratio
|4]. In this way, LDHs are versatile since they can be synthesized
in a variety of combinations of cations and anions. In comparison
with other conventional materials usually used in adsorption stud-
ies, LDHs present good thermal stability, have memory effect, and
they can be synthesized relatively simply and cheaply [19.20]. In
addition, the synthesis of LDHs is highly reproductible, which is
fundamental from the point of view of industrial applications.
Despite these advantages, the selectivity of LDHs can be low in
front the oxyanion adsorption.

Hongtao et al. {21] evaluated the adsorption of As{(V) on LDH of
the type MgAlFe-LDH, finding that the adsorption of this arsenic
species was affected by the pH of the medium and the chemical
nature of the intercalated anion, with higher adsorption capacity
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achieved with the nitrate anion, compared to chloride. Lee et al.
|2] obtained similar results for the effect of pH in the removal of
As(V) using MgAI-LDH. In addition, it was found that the adsorp-
tion capacity increased from 19.7 mg g ', using non-calcined
LDH, to 1029 mg g ', using material calcined at 400 °C. More
recently, Lee et al. | 16] used CoAl-LDH on a boehmite surface to
remove As(V) from aqueous matrices, achieving 100% removal of
this species from a 2000 mg L' solution using an adsorbent con-
centration of 1.25 g L', with As(V) becoming intercalated in the
interlamellar region by means of ion exchange and complex forma-
tion. Despite advances in this area, data are scarce concerning the
adsorption of other arsenic species using LDH. To the best of our
knowledge, there has been only a single study evaluating the
adsorption of As(lll) [22), while no studies have considered the
adsorption of organic arsenic.

In this work, evaluation was made of the use of LDH of the type
MgAl-LDH, with incorporated nitroprusside ([Fe(CN);NOJ*"),
denoted LDH-NP |23), as an adsorbent for different species of
arsenic (As(lll), As(V), and DMA), based on the high affinity of
arsenic for species containing iron |24.25]. The material was char-
acterized by Raman spectroscopy, infrared spectroscopy, thermo-
gravimetry, and X-ray diffraction. Adsorption studies were
performed using different contact times, initial metalloid concen-
trations, and pH of the medium.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Magnesium nitrate (Mg(NO,),-6H,0; 99%), sodium arsenite
(AsNaO.; >99.0%), and cacodylic acid (C:H;AsO2; >99.0%) were
purchased from Sigma-Aldrich. Aluminum nitrate (Al(NO1):-9H:0;
98.0%) and sodium nitroprusside (Na:[Fe(CN)}NOJ-2H.0; 99.9%)
were purchased from Vetec. Nitric acid (HNO:; 65.0%) and sodium
hydroxide (NaOH; 99.0%) were purchased from Synth. Hydrochlo-
ric acid (HCl; 37%) was purchased from Neon. Sodium arsenate
(Na,HAsO,-7H,0; 98.0%) was purchased from Merck. All the
reagents used in this study were of analytical grade and were uti-
lized as received, without further purification. Deionized water
was used to prepare all the solutions.

2.2. Synthesis of the materials

The conventional LDH, with nominal composition MgAl,
(OH),,:C0O,-4H,0, was prepared using the co-precipitation method
at constant pH | 26]. Firstly, stoichiometric amounts of the reagents
Mg(NO,),.6H,0, Al(NO,);9H,0, NaOH, and Na,CO, were sepa-
rately solubilized in deionized water. Then, the solutions with
the cations (Mg** and AlI**) were slowly added to a reaction flask
containing the Na,CO, solution (1 mol.L™"), where they were kept
for 240 min, at 40 °C, under constant agitation. The pH of the sys-
tem was maintained constant at 10 during all reaction time by the
addition drop-by-drop of the NaOH solution (10 mol-.L'). After
that time, the system was allowed in a shaker-incubator with con-
trolled temperature (TE-424, Tecnal) for 30 h at 55 °C. The resulting
suspension was filtered, washed with deionized water, and dried in
an oven at 50 °C. The material obtained was macerated and stored
in desiccator until use.
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The LDH with intercalated nitroprusside (LDH-NP), with nomi-
nal composition Mg, AlL[OH),,-Fe{CN);NO-4H:0, was also prepared
by the co-precipitation method at constant pH, in a similar way as
described abowve, following the stoichiometry of the following
reaction:

AMg(NOy ), - 6H,0 + 2AI(NO; ), - 9H,0 + 1Na,[Fe(CN),NO| - 2H,0
+ 12Na0OH — Mg,Al,(OH),, - Fe(CN);NO . 4H,0 + 14NaNO,
+ 13H,0 (1)

Firstly, stoichiometric amounts of the reagents Mg(MNO,),-6H,0,
Al{ND;};-9H-0, MaOH, and Nag|Fe{CN);NO]-2H,0 were individu-
ally solubilized in deionized water. The cation solutions were
added dropwise to a reaction flask containing the nitroprusside
solution (1 mol-L '), maintaining constant pH 10 by the addition
of 10 mol L' NaOH solution. The mixture in the flask was kept
at 40 °C, for 240 min, under constant agitation. After this period,
the resulting mixture was submitted to thermal treatment at
55 “C for 24 h in a shaker-incubator. The solid material produced
was filtered, washed with deionized water, dried in an oven at
50 °C. macerated, and stored in desiccator until use.

2.3, Characterization of the synthesized materials

The crystalline structures and the presence or absence of sec-
ondary phases in the synthesized materials were investigated by
X-ray diffraction (XRD) measurements, using a PANalytical X'Pert3
diffractometer operating at 45 kV and 40 mA, with Cu K radiation,
and scanning in the 20 range 5-90°,

Morphological, chemical and structural features of the samples
were investigated by transmission electron microscopy (TEM) and
related techniques: selected-area electron diffraction (SAED),
energy dispersive spectroscopy (EDS), and electron energy-loss
spectroscopy (EELS). A reliable and wversatile Tecnai G2-20 (FEI)
transmission microscope was employed at 200 kV in powders dis-
persed in isopropanol and ultrasonicated for 15 min. Holey carbon-
copper grids of #300 mesh were used as support for all the inves-
tigated samples.

Thermogravimetric analysis (DTA-TG) was performed using a
Shimadzu DTGED analyzer equipped with an alumina sample
holder. The samples were heated from 30 to 600 °C, at a rate of 10 -
C min ', in an atmosphere of N..

Infrared spectroscopy (FTIR) analyses were performed using an
ME 3000 FTIR spectrometer (ABB Bomen, Quebec, Canada) oper-
ated in attenuated total reflection (ATR) mode. The spectra were
acquired in the range from 500 to 4000 cm ™’

Raman scattering data were collected in a Horiba Jobin-Yvon
LABRAM HR spectrometer equipped with a Peltier-cooled CCD
detector, and excitation source from a helium-neon laser
(632.8 nm and power of 6 mW on the surface of the sample). An
Olympus confocal microscope (100 = objective lens) was used
for obtaining a typical experimental resolution of 1 cm ' in 10
accumulations of 10 s. All resulting spectra were corrected using
the Bose-Einstein thermal factor [27].

The point of zero charge (PZC) of the LDH-NP was obtained as
follows [28]: 0.0250 g of the material was added to 25 mL of a
0.1 mol L' NaCl solution in deionized water, with the initial pH
adjusted to 2.01, 4.00, 5.98, 8.08, 10.01, and 11.99. The pH adjust-
ment was performed using solutions of HC (0.1 or 1 mol L") or
NaDH (0.1 or 1 mol L™'). The mixtures were then stirred for 24 h
at 150 rpm and 25 “C, followed by collection of the supernatants
for determination of the final pH. The difference between the final
and initial pH values (ApH) was plotted against the initial pH and
the PCZ was defined as the initial pH value at which ApH was zero.
The experiments were performed in triplicate.

2.4. Adsorption experiments

241, Adsorption of different As species using the conventional LDH
and LDH-NP

Initial arsenic adsorption tests were performed using the con-
ventional LDH and LDH-NP. For this, 15.0 mL volumes of a
10.00 mg L' solution of arsenic (As(111), As(V), or DMA), with the
pH adjusted to 2.00, 6.02, or 12.00, were added to 125 mL Erlen-
meyer flasks containing 0.0200 g of the adsorbent (LDH or LDH-
NP). The pH adjustment was performed using solutions of HCl
(0.1 or 1 mol L") or NaOH (0.1 or 1 mol L~"). The systems obtained
were agitated for 24 h, at 150 rpm and 25 “C, in a shaker-incubator
with controlled temperature (TE-424, Tecnal). The samples were
then collected and transferred to 50 mL centrifuge tubes, followed
by centrifugation at 3000 rpm (Model 280, Excelsa 3, Fanem). The
supernatant was then collected for analysis using Inductively Cou-
pled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES - Varian
725 ES). Systems without the presence of the arsenic species were
prepared in the same way and used as blanks. The experiments
were performed in duplicate.

The extraction percentages (XE) obtained for the arsenic species

r

under each condition evaluated were calculated using Equation [ 2).

[ﬁs inirisl — [ﬂs: finaf

1AS] i

%E = X100 (2

where |As] .. and [As]; , are the concentrations of the arsenic spe-
cies in the supernatant before and after the adsorption process,
respectively.

242 Adsorption isotherms

Adsorption 1sotherms for adsorption of the arsenic species
investigated (As(1ll), As(V), and DMA) on LDH-NP were obtained
at pH 2.00, 6.02, and 12.00. The experiments were similar to those
described in Section 2.4.1, varying the initial concentrations of
arsenic in the supernatant, as follows: 10, 20, 30, 40, 60, 80, and
100 mg L' for As(Ill) and DMA, and 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100,
150, and 200 mg L' for As{V). The supermnatants collected were
suitably diluted prior to analysis using ICP-0ES.

a I —
= [Fa(GN,NOT*
H.O

Intensity (a.u.)
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2 Theta (°)

Fig 1. XRD patterns for (a) LDH (blue line) and (b) LDH-NP (black line) materials.
The crystalline planes were assigned according to ICDD card #51-1525. Schematic
drawings emphasize the difference in the interlamellar spacing. (For interpretation
of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article.)
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The amounts of the arsenic species adsorbed on LDH-NP (q.)
were calculated using Equation (3).

GGV

3)
m

3
where C. and C. are the initial and equilibrium concentrations in
the supernatant. respectively, V is the total supernatant volume,
and m is the mass of adsorbent. The experiments were performed
in duplicate.

All pH values reported throughout the Sections 2.2 and 2.3 were
the values measured in pH meter, respecting the significative
digits.

2.4 3. Effect of contact time

Evaluation was made of the effect of the contact time on the
adsorption of As(V) on LDH-MF. The experiments were performed
as described in Section 2.4.1, using an arsenic solution with an ini-
tial concentration of 20 mg L', The contact times used were 0.5, 1,
3,5.7.912, 16, 20, and 24 h. The adsorbed amount at each time
(q,) was obtained by Equation (3), in which C, was replaced with
C,, the arsenic concentration in the supernatant at time t. The
experiments were performed in duplicate.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of LDH and LDH-NP

Fiz. 1 shows XRD data for the magnesium and aluminum lay-
ered double hydroxides intercalated with carbonate anions (LDH)
and nitroprusside (LDH-NP).

The diffractograms confirmed the intercalation of nitroprusside,
which caused a spacing increase of approximately 42%. After the
intercalation, the basal space was around 6.6 A, which is in accor-
dance with the size of the anionic complex of the transition metal
|23.29]. The materials exhibited diffraction patterns characteristic
of the hydrotalcite structure, with sharp and symmetric reflections
of the (0 0 3), (0 0 &), and (D 0 9) basal planes, and asymmetric
reflections for the (0 1 2], (0 1 5), and (0 1 8) non-basal planes.
The crystalline planes were assigned according to 1CDD (Interna-
tional Centre for Diffraction Data) card #51-1525. Basal (00l)
planes are related to the stacking of the layers. Non-basal (hk0)
planes are associated with the organization of the structure inside
the layers, while (0kl) planes are related to the ordering of one
layer relative to an adjacent layer [30). In the present case, it could
be seen that there was a blue-shift of the basal planes, due to the
intercalation of the nitroprusside.

The lattice parameters a and ¢ were calculated as described by
Pérez-Ramirez et al. [21] for a hexagonal unit cell, assuming 3R
polytypism for the hydrotalcite. The value of the cell constant a
is calculated as @ = 2d;, 1 oy and corresponds to the average distance
of the cations present within the layers of the LDH structure. The ¢
parameter is related to the layer thickness and interlayer distance
and is commonly calculated as ¢ = 3dip o 3. However, it has been
proposed that ¢ can be better determined by averaging the posi-
tions of the diffraction peaks corresponding to the basal planes:
€=3/2{djp o 3) + 2djp 0 &3} OF ={dig ¢ 39 * 20 0 &) * 3dia 0 0} [31]-
In the present case, the second formula was used, since the posi-

Table 1

Lattice parameters, basal spacings, and crystallite sizes for the synthesized [DH materials.

tions of all the basal planes were easily identified. The values for
the lattice parameters and the basal spacing are provided in
Table 1.

The dip ¢ 5 interplanar spacing represents two lamellar layers
and one interlamellar layer, provided with hydrated anions. On
the other hand, the d,4 ; 5, distance refers to the lamellar layer con-
sisting of divalent cations, trivalent cations, and oxygen. The values
found for the LDH-NP were very close to those reported by Boclair
et al. [29] and Taylor et al. [32], who obtained values of 11.09 and
11.0, respectively, for dio o 2. and 5.57 and 5.47, respectively, for
dio o 6. The basal spacing (d) was calculated by the Bragg equation,
using the average: 1/3(do o 3; * dio 0 ) * dio 0 5;). The basal spacing
values (Table 1) are consistent with the size of nitroprusside
anions, indicating the intercalation of the complex [23.29]. The
average crystallite size was determined by the Scherrer method,
considering the average size between the first two well-defined
peaks, either (00 3)or (00 6) |31]. The results showed that the cal-
culated particle size of LDH-NP (8 nm) was lower than that of the
conventional LDH (23 mm) (Table 1) Smaller particles imply
greater peak widths, which in turn reflect less crystalline materials.
Therefore, the values obtained are in accordance with the XRD
results.

The results obtained from TEM analysis of the LDH-NP samples
are presented in Fiz. 2. Morphological features are presented as
low-magnification and high-resolution TEM images, while struc-
tural characteristics of the LDH-NP samples are exhibited as SAED
patterns. The morphology of the samples shows nanometer-sized
platelets formed by agglomerated smaller particles (Fiz. 2a, inset:
top right). High-resolution TEM image (Fiz. 2) shows dominating
interplanar spacings of the order of 10.3 A, which can be related
to the (0 0 3) planes of the rhombohedral (R3m) space group, in
agreement with the XRD data (Table 1). The polycrystalline charac-
ter of the synthesized materials was verified by the SAED pattern
(Fiz. Za, inset: bottom right), where only diffuse rings can be visu-
alized. Chemical charactenistics of the LDH-NP materials are pre-
sented in Fiz. 2b. In this Figure, EDS/EELS spectra reveal both the
valence electron (low-loss) peaks and the ionization edges of the
fine structure of the materials. It was possible to observe and attri-
bute many spectral features, corresponding to different excitation
processes, thus corroborating the high purity of the samples. EDS
spectrum evidenced the presence of Mg. Al, O, and Fe (Cu lines
are due to the TEM grids), while EELS spectrum detected the pres-
ence of C, M, O, and Fe ions, as expected for chemically pure
samples.

In addition to XRD and TEM, spectroscopic techniques were
used to provide evidence of the insertion of anion complexes into
the LDH. The FTIR and Raman spectra of LDH-NP are shown in
Fig. 3. According to the literature, the insertion of cyanide-
containing anions and complexes into LDH is easily demonstrated
by the appearance of ¥(CN) vibrations in the 2200-2000 cm !
region of the infrared spectrum of the material [29]. A broad band
at around 3360 cm ! was related to stretching vibrations of the OH
groups in the brucite-like layer [23,29). A band at 2039 cm ' could
be attributed to CN stretching, while a band at 1622 cm~! could be
attributed to NO and OH stretching [23.29]. According to da Silva
et al. [ 23], the presence of a strong band at 2039 cm ' for interca-
lated materials is due to replacement of the NO ligand by water

Samples Interplanar distance [A) Basal spacing (A) Lattice parameter (A) Crystallite size (nm)
[ o Goon a c

LDH 7.57 378 257 464 304 2284 23

LDH-NP 10.65 543 362 657 304 3237 a2
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Fig. 2. (a) High-resolution TEM image for the LDH-NP materials with interplanar spacings of 10.3 A, which are related to the (0 0 3) planes of the rhombohedral (R3m)
structure. Inset: low-magnification TEM image (top right) and SAED pattern (bottom right) evidencing the polycrystalline character of the sample; (b) EDS/EELS spectra with
the electronic energies of the ions present into the structure: Mg Al and Fe signals are shown in the EDS spectrum, while C, N, O, and Fe signals are shown in the EELS

spectrum.

molecules, forming [Fe(CN)sH:O}*", while bands at around
1360 cm ' are related to carbonate. In addition, a weak band at
760 cm ! could be assigned to Fe-N stretching and Fe—N—O bend-
ing [33].

The Raman spectrum of LDH-NP was consistent with its crys-
talline structure and chemical composition. The hydrotalcite struc-

ture is rhombohedral (R3m, Z = 3) and the Raman spectra for
different compositions have been described in detail by Bellotto
et al. [34] and Richardson et al. [35]. However, according to Vieira
et al. [36]), the number of modes observed in the spectra for LDH-
like materials are fewer than expected from the Wyckoff sites of
all atoms of the unit cell. This is because these materials can exhi-
bit very disordered structures, which can lead to deviation from
the selection rules and the activation of prohibited modes in
Raman spectroscopy (the same is true for infrared spectroscopy)

[36]. Therefore, the present analysis was based on the main Raman
modes observed for LDH materials and nitroprusside anions. It
should be noted that, to the best of our knowledge, this is the first
study to present the Raman spectrum for LDH with intercalated
nitroprusside.

The Raman spectrum was collected in the region from 250 to
2500 cm', at room temperature. A band at 562 cm' corre-
sponded to Al-OH vibration [26,36,37], while a band at around
1064 cm ' was related to CO%- symmetric stretching vibration
[26,37]. Both of these bands are characteristic of brucite-like struc-
tures and were in agreement with the literature | 26,36-38]. Modes
related to the presence of nitroprusside anions were observed in
the frequency range from 2000 to 2200 cm . According to theoret-
ical group calculations for the [Fe(CN);NOJ*~ anion, strong modes
would be expected at around 2066, 2103, and 2136 cm ', related
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Fig. 3. FTIR and Raman spectra of LDH-NP. The positions of the main bands are
indicated, for better visualization. The inset in the Raman spectrum shows the
mades related to C—N equatarial and axial vibrations.

to C—N equatorial and axial vibrations. For better visualization,
these bands are highlighted in the inset of Fig. 2, from which it
can be seen that the most intense band was the second band cor-
responding to C—MN equatorial stretching. The Raman spectrum
also showed low frequency modes at around 364 cm™' and
496 cm’, related to Fe—C—N equatorial bending and Fe-C axial
stretching, respectively.

The thermogravimetric analysis and derivative curves for LDH-
NP, shown in Fig. 4, revealed three stages of thermal decomposi-
tion. The first, from room temperature to 171 °C, corresponded to
the release of adsorbed and interlamellar water molecules
|26.36], with a mass loss of 20.5%. This release enabled determina-
tion of the number of water units present in the interlayers, with a
calculated value of 7.3. The second stage of decomposition was the
removal of hydroxyl ions [26,36] at around 279 °C, with a mass loss
of 11.9%. The last stage. at around 371 °C, was related to decompo-
sition of the intercalated anions |26,36,39 40|, with a mass loss of
16.7%.

3.2, Removal of As using LDH and LDH-NP

Fiz. 5 shows the removal percentages of the As(lIl), As(V), and
DMA species by LDH and LDH-NF, at different pH values.

Weight loss { %
dWidT

100 200 300 400 500 8O0
Temperature / "C
Fig. 4 Thermogravimetric analysis curves for LDH-NF: TGA (black line) and DTG

(blwe line). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)
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LDH presented high removal capacity for the As(V) species,
under all the conditions investigated {101.07% remowval at pH
200, 89.40% remowval at pH 6.02, and 4731% removal at pH
12.00), while low removal of the As(lll) species was observed at
pH 6.02 (7.93% removal). For these same species at the same pH
values, the extraction percentages increased when LDH was
replaced by LDH-NP, which also showed capacity for the adsorp-
tion of DMA at pH 2.00 (25.10% removal) and As(Ill) at pH 12.00
(60.83% removal). These results indicated that both materials
(LDH and LDH-NP) were able to selectively adsorb one or another
species of arsenic, which would enable their use in speciation stud-
ies. Motably, As(V) could be selectively adsorbed at pH 2.00 or
12,00, using LDH. On the other hand, at pH 2.00, LDH-NP could
be used to adsorb DMA and As(V), but not As(lll). while at pH
6.02 and 12.00, it could be used to adsorb only the inorganic As
(111} and As(W) species. Since arsenic is most commaonly found as
an oxyanion in inorganic compounds in the forms of As(11l) (arsen-
ite, AsO% ) and As(V) (arsenate, AsOj ), and since the inorganic
forms, especially As(lll), are more toxic than the organic forms,
the characteristics of adsorption of the different arsenic species
on LDH-NP indicate the potential of this material to provide their
speciation. Given these observations, isotherm studies were per-
formed for adsorption of the As(lll), As(V), and DMA species on
LDH-NP.

3.3. Adsorption isotherms for the removal of different As species on
LOH-NP

Fig. 6 shows the adsorption isotherms for removal of the As(11l),
As[V), and DMA species on LDH-NP, at 25 °C. The corresponding
extraction percentages are shown in Fig. 51 (Supplementary
Material).

In general, the adsorption isotherm profiles showed strong
dependence on the adsorbed arsenic species and the pH of the
medium. At pH 2.00 (Fiz. 6a), only the As(V) species was adsorbed
in a large extension, with a rapid increase of g, as C, increased to
around 40 mg L', after which q. became constant at around
76.9 mg g ', indicating saturation of the adsorbent surface. Under
the conditions evaluated, almost all the As{V) was removed from
the solution, with extraction percentages wvarying between
103.8% and B7.7% (Fig. S1).

‘When the pH was changed from 2.00 to 6.02 (Fiz. 6b), the
amount of As(V) adsorbed decreased markedly, with maximum

A (1_LDK
100 + As (I)_LDH-NP
DMA_LDH
DA LDH-NF
R As (V)LD
§ B0 B ) LDHNP
-
< g0 4
g™
=]
=
= 40 A
w
20
0 4 2 =
2.00 6.02 12.00
pH

Fig. 5. Percentage extraction of As(lII}. As(V). and DMA, using LDH and LDH-NF., at
different pH wvalues. Conditions: 25 °C, 150 rpm, contact time of 24 h, initial As
concentration of 10 mg L', and adsorbent concentration of 1.33 g L', The pH
values reported are the values measured in pH meter, respecting the significative
digits.
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Fig. 6. Isotherms for adsorption of As(III) (I]\ Asl:'\.l'J (), and DAA (&) on LDH-NP at (a) pH 2.00, (b) pH 6.02, and (c) pH 12.00. Conditions: 25 “C, 150 rpm, contact time of
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24 h, and adsorbent concentration of 1.33 gL

Table 2

Parameters of the Langmuir and Freundlich isotherm models for the adsorption of different arsenic species on LDH-MP. Conditions: 25 °C, 150 rpm, contact time of 24 h, and

adsorbent concentration of 1.33 g L%
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Species Model Parameters pH 2.00 pH 6.02 PH 12.00
As (V) Langmuir Qi (MEZ ) 7763 1884 2415
K (Lmg ') 092 010 o7
S 0.9996 09501 09866
Freundlich K 1 61476 316080
n 58082 45446 23752
R 0.0600 04215 09912
As (I Langmuir Guuis (Mg 57" - 301 i1
K (Lmg ") - U005 o7
B - 04464 08774
Freundlich Ke - 031 126
n - 12172 ATTTE
’ 09825 07253

"Fitting was not performed for the adsorption of DMA or for the adsorption of As{1Il) at pH 2.00, because the adsorptions were very low.

{1} LOH-NP (pH 2.00)
{2) LDH-NP (pH 12.00)
{3) LDH-NP
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Fig. 7. Adsorption of AsV] on LDH-NP, as a function of time, at different pH values.
Conditions: 25 =C. 150 rpm, initial adsorbate concentration of 20 mg L%, and
adsorbent concentration of 1.33 mg L.

q. of 18.0 mg g ' when the equilibrium concentration was 75.8 mg
L-'. This decrease of q. was accompanied by a change in the
adsorption isotherm profile, which exhibited a continuous increase

2 Theta (*)

Fig 8 XRD patterns for LDH-NP before (black line) and after the adsorption of As
(V) in an acidic medium (pH 2.00, magenta line) and a basic medium (pH 12,00,
green line]. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this artide.)

of q. as C. increased, within the range investigated. In addition,
there was the adsorption of a small amount of As(1Il), with a linear
increase of q. as C, increased.

Fimally, at pH 12.00 (Fiz. 6¢), the amounts of As(Ill} and As{V)
adsorbed were similar to those obtained at pH 6.02. There was a
marked change in the isotherm for As(I11), with the LDH-NP surface
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becoming saturated at very low concentrations of the adsorbate.
The maximum q. values obtained for As(V) and As(1ll) were 20.8
and 10.00 mg g ', respectively.

The results obtained for the adsorption of As(V) were similar to
those reported by Guo et al. [24], who found that higher pH caused
a decrease of the amount of As(V) adsorbed on LDH of the type
CuMgFela-LDH, which was attributed to increased electrostatic
repulsion between the As(V) species and the LDH surface. Similar

results and explanation were presented by Hongtao et al. [21] for
the adsorption of As(V) on LDH of the type MgAlFe-LDH with inter-
calated chloride or nitrate anions.

However, it should be noted that the highest q. values for As(V)
were obtained at pH 2.00, at which some of the As(V) species were
in the neutral form (Equation (4)). At the same time, the adsorption
of As{Ill) increased when the pH was increased from 2.00, at which
the species were in the neutral form, to 6.02 or 12.00, at which they

Etbﬁl:esparamlers, basal spacings, and crystallite sizes for the LDH-NP saturated with As(V).
Samples Interplanar distance (A) Basal spacing (A) Lattice parameter (A) Crystallite size (nm)
doos doos dow a c
LDH-NP (pH 2.00) 10.56 537 361 6.51 3.4 3213 6
LDH-NP (pH 12.00) 9.92 5.50 367 6.36 M 3193 5
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Fig. 9. (a) High-resolution TEM image for the LDH-NP materials saturated with As(V) at pH = 2.00, showing interplanar spacings of 10.6 A, corresponding to the (0 0 3) planes
of the rhombohedral (R3 m) structure. [nset: low-magnification TEM image (top left) and SAED pattern (bottom right) for the polycrystalline LDH-NP sample; (b) EDS/EELS
spectra showing the electronic energies of the ions present. Note the signals from As ions (K, and Ki,) observed in the EDS spectrum.
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were neutral or positively charged, respectively (Equation (5)). H *
Finally, no adsorption of the DMA species was observed at pH -
6.02, at which they were partially negatively charged (Equation HO—As—0 ==~ oO0— As=——0

(6)) and the LDH-NP was positively charged (pH,.. equal to 8.30; & (5)
Fig. S2, Supplementary Material). Hence, the adsorption of the +H
arsenic species on LDH-NP was not only due to electrostatic
attraction, but could also have involved specific interactions pK, =93
between the arsenic species and the nitroprusside incorporated #
in the LDH. CH, + CH; + CHy
H | -H
+
HO=—As—O0OH =— O=As—O0H === O0O=As—O0
ou ' on’
CH3 CH3 CHy
pK, = 1.8 pKy; = 6.2
4) (6)

Fig. 10. (a) High-resolution image for the LDH-NP materials saturated with As{V) at pH = 12.00, showing interplanar spacings of 10.0 A related to the (0 0 3) planes. Inset:
low-magnification TEM image (top left) and SAED pattern (top right) evidencing the polycrystalline nature of the LDH-NP sample; (b) EDS/EELS spectra with the electronic
energies of the ions clearly identified. The signals from the As(V) ions (K, and Ki,) can be observed in the EDS spectrum.
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Table 2 shows the parameters for fitting of the Langmuir
and Freundlich isotherm models to the experimental
adsorption data. The fits are shown in Fig. 53 (Supplementary
Material).

For the adsorption of As(V) on LDH-NP at pH 2.00 and 6.02, the
Langmuir model provided the best fit to the experimental data
with R values equals to 0.9996 and 0.9501, respectively. The max-
imum adsorption capacities Q) (77.63 and 1884 mg g ') are in
agreement with the wvalues obtained experimentally (76.9 and
18.0 mg g '), respectively. On the other hand, at pH 12.00, the best
fit was obtained using the Freundlich model, with R* values of
0.9912. For the adsorption of As(Ill), the Freundlich and Langmuir
models provided the best fits to the experimental data obtained
at pH 6.02 and 12.0, respectively. These results suggested that
the features of the adsorption process were dependent on both
the pH of the medium and the arsenic species.

Fiz. 7 shows the amount of As{V) adsorbed (q,) as a function of
time, for different pH values. The process presented rapid kinetics,
with the value of g, becoming practically constant after 30 min.

3.4. Characterization of LDH-NP saturated with As(V)

Characterization was performed of LDH-NP once it had been
saturated with As(V). Fig. 8 shows XRD data of LDH-NP after
adsorption of As(V) at pH 2.00 and 12.00, as well as of pure LDH-
MP, in order to compare the structures of the materials before
and after the adsorption. It can be seen that the adsorption of As
(V) did not alter the structure of the material, since the samples
exhibited the same diffraction pattern. The interplanar distances
for LDH-NP saturated with As(V) at pH 2.00 were 10.56, 5.37,
and 3.61 A for dyos. doos, and duos, respectively. The calculated basal
spacing was 6.51 A and the crystallite size was 6 nm. For LDH-NP
saturated with As(V) at pH 12.00, the values obtained for the inter-
planar distances were dyys = 9.92 A, dops = 5.50 A, and dyos = 3.67 A,
resulting in basal spacing of 6.36 A and crystallite size of 5 nm. The
basal spacing remained almost unchanged after the adsorption of
As(V), sugzesting that arsenic did not replace the nitroprusside in
the LDH structure (see Table 3), but it interacted with the anionic
complex.

The LDH-NP samples saturated with As(V) were also investi-
gated by TEM, and the results are displayed in Figs. 9 and 10. Mor-
phologies and chemicalfstructural features of the LDH-NP
materials saturated at pH = 2.00 and pH = 12.00 were examined.
Fig. 9 presents TEM|SAED images (Fig. 9a), and EDS/EELS spectra
(Fiz. ©b) cbtained for the LDH-MP materials saturated at
pH = 200. The morphology of the samples shows also
nanometer-sized platelets (Fig. 9a, inset: top left), while high-
resolution TEM image (Fiz. 9) shows well-defined interplanar spac-
ings of the order of 10,6 A, which are related to the (0 0 3) planes,
in agreement with the results from XRD (Table 1). The polycrys-
talline character of these LDH-MP materials (pH = 2.00) could be
verified (SAED pattern, Fig. 9a, inset: bottom right), where diffuse
rings are present. Fiz. 9b presents the EDS/EELS data with many
spectral features corresponding to different excitation processes.
EDS spectrum showed the presence of As(V) ions, as expected for
the samples treated at pH = 2.00. Fiz. 10 shows the results of the
TEM characterization for the samples saturated at pH = 12.00.
Again, polycrystalline, nanometer-sized platelets could be
observed (see inset, top images ), with interplanar spacing of about
10.0 A, which is in agreement with the XRD data (Table 1). As(V)
ions were easily detected in these LDH-MP samples by EDS
(Fig. 10b), as expected for these saturated materials at pH = 12.00.

Fiz. 11 shows the FTIR (Fig. 11a) and Raman (Fiz. 11b) spectra
for LHD-MP saturated with As(V). The bands in the FTIR spectra
were practically the same for all the samples analyzed, indicating
that there was no structural change of the LDH after the incorpora-
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tion of As(V). However, a band at around 1932 cm " in the spectra
for pure LDH-NP (Fiz. 3) and LDH-NP saturated with As(V) at pH
12.00 was not observed when the material was saturated with As
(V) at pH 2.00. This band at around 1932 cm " was related to NO
stretching, so the results suggested that the acidic medium favored
the release of the nitric oxide ligand from the complex during
intercalation [23.29]. It is known that nitroprusside decomposes
to produce ferrocyanide and nitrosyl groups. following insertion
into LDH [29]. Hence, the presence of [Fe{CN)sH20]* - was predom-
inant in the interlamellar domain of LDH-NP at pH 2.00. On the
other hand, for LDH-NP and LDH-NP loaded with As{V) at pH
12,00, the spectra showed the presence of bands related to NO
stretching, suggesting the coexistence of [Fe{CN)sNOJ*~ and [Fe
(CM)sH-0- in the interlamellar domain of MgAl-LDH [23]. Finally,
the Raman spectra for the pure material and the materials satu-
rated with As(V') were very similar, corroborating the XRD and FTIR
results indicating that the adsorption did not cause structural
changes in the material. There was only a slight difference in the
region from 2000 to 2200 cm !, with the presence of the arsenic
species in the structure of the material resulting in the absence
of the third vibrational mode corresponding to the equatorial and
axial vibration of C—N, at approximately 2136 cm™'. Therefore, it
was likely that the presence of As(V) inhibited this vibrational
made, characteristic of the [Fe{CN);NO]*~ anion.

3.5. Comparison with literature data

Table 4 presents a list of different adsorbents that have been
used to remove As[V) from agueous solutions. Comparison among
the materials shows that LDH-NP present a good performance,
because its adsorption capacity (Qmax) is between the maximum
and minimum values reported in the literature for other LDHs. In
addition, this value is comparable to most of other conventional
materials such as hydrogels and cellulose derivatives.

4. Conclusions

The LDH of the type MgAl-LDH with incorporated nitroprusside
as an adsorbent was applied for the removal of different species of
arsenic from agueous solutions. For the first time, the adsorption of
organic arsenic on LDH was evaluated. The incorporation of nitro-
prusside in the LDH affected the adsorption characteristics of the
material, leading to increases of the extraction percentages for

a) b}
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Fig. 11. (a) FTIR and (b) Raman spectra of LDH-NP after As(V) adsorption. The green
and magenta lines represent the results obtained for pH 12.00 and 2,00, respec-
tively. The positions of the main FTIR bands are indicated, for better visualization.
(For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)
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Table 4

Comparison among different adsorbent materials for removal of As(V) from aqueous solutions.
Adsorbent G (Mg g™") T(°C) pH Equilibrium time (min) Reference
MgAI-LDH-NP 7763 25 200 30 This study
Calcinated MgAl-LDH 1029 25 300 360 121
CuMgFela-1DH 256-435 25 6.00 480 j24]
La(ll1}-montmorillonite Hydrogel beads 5875 25 400 240 j41]
CoFeAl-LDH@Fe:040PA 167 25 6.00 5 [42]
Magnetite-loaded amino modified nanocellulose 853 25 6.00 90 [43]
Magnetite-loaded amino modified microcellulose 185 25 6.00 60 [43]

inorganic arsenic species, at all the pH values studied. The amounts Appendix A. Supplementary material

of arsenic adsorbed varied according to the initial pH of the solu-
tion and the chemical nature of the arsenic species, indicating that
the adsorption process was governed by electrostatic forces and
specific interactions between the arsenic species and the nitro-
prusside incorporated in the LDH. In addition, the features of the
adsorption process depended on the pH of the medium and the
arsenic species as suggested by the analysis of the Langmuir and
Freundlich isotherm models. Finally, the antagonistic behaviors
of adsorption for the different arsenic species in the different con-
ditions studied indicated the possibility of the material being used
to selectively remove DMA, As(1l1), and/or As(V) under specific con-
ditions, making this material a potential adsorbent for the treat-
ment of water contaminated with arsenic or for the arsenic
speciation.
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