UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Livia Botelho de Abreu

Especiacao quimica de arsénio em samambaia utilizando

espectrometria de massas com ioniza¢do ambiente

Belo Horizonte
2016



UFMG/ICEX/DQ. 1.1562
T. 5192

Livia Botelho de Abreu

Especiacdo quimica de arsénio em samambaia utilizando

espectrometria de massas com ioniza¢cdo ambiente

Tese apresentada ao Departamento
de Quimica do Instituto de Ciéncias
Exatas da Universidade Federal de
Minas Gerais como requisito parcial
para obtencdo do grau de Doutora
em Ciéncias - Quimica

Belo Horizonte
2016



Alg2e
2016

Abreu, Livia Botelho de

Especiagdc guimica de arsénic em samambaia
utilizandc espectrometria de massas com icnizaclo
ambiente [manuscrite] / Livia Botelho de Rbreu. 2016.

95 £, .z il.

Orientadora: Cléaia Cristina Nascenteas.

Cogrientador: Rodinel Auguati.

Teae (doutoradco) — Universidade Federal de Minas
Feraizs — Departamento de Quimica.
Inclui biblicgrafia e anexos.

1. Cuimica analitica - Teses 2. Rr3énic — Especiacio
guimica - Teases 3. Samambaia - Teses 4. Espectrometria
de maszsa - Tegsea I. MNascentes, Cleaia Cristina,

Crientadora II. Zuguati, BRodinei, Coorientador III.
Titulo.

CDU 043




"Especiagio Quimica de Arsénio em Samambaia Utilizando Espectrometria de

Massas com lonizagdio Ambiente"”

Livia Botelho de Abreu

Tese aprovada pela banca examinadora constitisda pelos Professores

. il )
e Sy Wi

Profa. Clésia Cristina Nascentes - Ornientadora
LIFMG

.

Prof, Rodinei Augusti - Coorientador
LUFMG

Prof. Evandro Pyccin

UFMG
S R j
(."'|' l."'Yl'
'64-' "(. I’jlj‘/ LA LOLLZLA
Profa. Leticia Malta Costa
LFMG
rl v /. e y/ 7
Fh e AN { /{""‘>3' '-'-‘!
Prof, Bonick Crontijo Vaz
UrG
— e~ .r-&:..‘\

Prof. ‘.l.'.run_.-\u?;:'.m.?).\'f?t‘.‘\mh, ———
UNICAMP

Belo Horzomte, 24 de junho de 2016



AGRADECIMENTOS

Agradeco a DEUS por ter me concedido inteligéncia, satde e capacidade de finalizar esta

etapa! Nada seria possivel se Ele ndo estivesse sempre junto a mim!

A Universidade Federal de Minas Gerais, em especial ao Departamento de Quimica, pela
oportunidade.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio

financeiro.

Aos meus orientadores, Clésia e Rodinei, pela oportunidade de trabalhar em seus grupos de
pesquisa, me orientando com muita paciéncia e incentivo. Seus ensinamentos foram de grande

contribuicdo para realizacdo deste trabalho!

A Universidade Federal de Santa Maria, nas pessoas dos professores Erico Flores e Valderi

Dressler, Natalia Rossi e Lucas Schmidt, pelo apoio nas andlises de especiacdo quimica.

A Universidade Estadual de Campinas, nas pessoas do professor Marcos Eberlin, Nicolas
Schwab e Pedro Vendramini, pelo apoio nas analises com DESI-MSI.

A Universidade Federal de Lavras, na pessoa do professor Moacir, pela compreensio na etapa
final da tese.

Ao Mauricio, por sempre acreditar em mim e nunca medir esfor¢os para me ajudar, sempre
me apoiando tanto emocionalmente quanto na companhia das viagens para execugdo dos

trabalhos da tese.

A minha familia, minha mae Tereza, meu pai Geraldo, minhas irmas Lais e Laene, por sempre

acreditarem em mim, me ajudarem e torcerem para que meus sonhos fossem realizados.
Aos colegas do laboratdrio 157 pelo companheirismo, incentivo e trocas de experiéncias.

Aos colegas do laboratorio 167 pelas trocas de experiéncias sobre espectrometria de massas,

em especial a Camila e a Bruna, pela ajuda e discussdes com PS-MS e DESI-MSI.

Meu eterno obrigadal



RESUMO

As diferentes formas quimicas dos compostos de arsénio, incluindo espécies organicas
e inorganicas, apresentam diferentes toxicidades e impactos ambientais. A espectrometria de
massas com ionizacdo ambiente, como por exemplo DESI-MS (desorption electrospray
ionization mass spectrometry), DESI-MSI (desorption electrospray ionization mass
spectrometry imaging) e PS-MS (paper spray mass spectrometry), sdo excelentes técnicas
para analise in situ, sob pressdo atmosférica, a temperatura ambiente e necessita de minimo
preparo de amostra. Com 0 objetivo de expandir suas aplica¢fes, essas técnicas foram
aplicadas para a rapida deteccdo de compostos inorganicos (arsenato — As(V) e arsenito —
As(111)) e orgéanicos (acido dimetilarsinico — DMA) e dissodio metilarsenato hexahidratado —
MMA) de arsénio em folhas de samambaia. As condi¢cdes operacionais do DESI-MS foram
otimizadas com solugdo padrdo de DMA depositada sobre uma superficie de papel para
melhorar a eficiéncia de ionizacdo. Apés otimizacdo, DESI-MS foi aplicado para a analise de
folhas de samambaia contaminadas artificialmente com As. As anélises no DESI-MSI foram
realizadas pelo método indireto onde foi feita a impresséo da folha de samambaia em filtro de
PTFE e posteriormente feita a varredura de ions em sua superficie. Para o PS-MS, um extrato
da folha de samambaia em metanol foi depositado em papel triangular e em seguida
analisado. Os espectros de massas para todas as espécies de As foram adquiridos no modo
positivo e no modo negativo e pdde-se confirmar a presenca do As (V), pelos ions de m/z
140,92, 142,93 e 160,94; do As (IlI), pelos ions de m/z 106,91, 124,92, 126,94 e 144,95;
DMA, pelos ions de m/z 138,97 e 156,98; e MMA, pelos ions de m/z 138,93, 140,95 e 158,96.
Para o DESI-MS e PS-MS, espectros MS/MS confirmaram a identidade de cada composto de
As pelo perfil de fragmentacéo caracteristico. Para o0 DESI-MSI a confirmacéo foi feita pelo
erro estimado de massas para cada ion analisado. As quantificacbes das espécies de As por
LC-ICP-MS confirmaram os resultados obtidos pelas trés técnicas. Desse modo, foi possivel
demonstrar a aplicabilidade do DESI-MS, DESI-MSI e PS-MS como métodos rapidos,
simples, eficientes e com pouco preparo da amostra na deteccdo de compostos de As em
matrizes complexas.

Palavras-chave: DESI-MS. DESI imaging. PS-MS. Especiac¢do de As. Samambaias



ABSTRACT

Chemical speciation of arsenic in fern using ambient ionization mass spectrometry

The various chemical forms of arsenic compounds, including organic and inorganic
species, exhibit different toxicities and environmental impacts. Ambient ionization mass
spectrometry, such as DESI-MS (desorption electrospray ionization mass spectrometry),
DESI-MSI (desorption electrospray ionization mass spectrometry imaging) and PS-MS (paper
spray mass spectrometry), are excellent techniques for in situ analysis, under atmospheric
pressure, at room temperature and low sample-consumption analysis to be performed with
minimal sample pretreatment. These three techniques were applied for the rapid detection of
inorganic compounds (arsenate - As (V) and arsenite - As (I11)) and organic compounds
(dimethylarsinic acid - DMA and disodium hexahydrate metilarsenate - MMA) of arsenic in
fern leaves, aiming to expand applications for these techniques. Operating conditions of
DESI-MS were optimized with DMA standard solution deposited on a paper surface to
improve ionization efficiency. DESI-MS was applied to the fern leaves analysis artificially
contaminated with As. Analyses in DESI-MSI were performed by the indirect method where
the impression of fern leaf on a PTFE filter surface was made and the ions analyzed in the full
scan mode. For PS-MS, fern leaf extract in methanol was placed in a triangular paper and
analyzed. Mass spectra for all species of As were acquired in positive and negative ion mode
and can confirm the presence of As (V) by ions of m/z 140,92, 142,93 e 160,94; As (l11), by
ions of m/z 106,91, 124,92, 126,94 e 144,95; DMA, by ions of m/z 138,97 e 156,98; and
MMA, by ions of m/z 138,93, 140,95 e 158,96. For DESI-MS and PS-MS, MS/MS spectra
were confirmed the identity of each As compound by the characteristic fragmentation profile.
For the DESI-MSI, the confirmation was made by the mass error for each analyzed ion. The
quantification of the As compounds by LC-ICP-MS confirmed the results obtined by three
tecniques. Thus, it is possible demonstrate the applicability of the DESI-MS, DESI-MSI e PS-
MS as rapid, simple, efficient and with little sample preparation for detecting arsenic
compounds in complex matrices.

Keywords: DESI-MS. DESI imaging. PS-MS. Arsenic speciation. Fern
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1. INTRODUCAO

A determinacdo do teor total de alguns elementos traco no ndo é o bastante para
estimar os riscos potenciais a saude humana/animal e ao meio ambiente, ja que a toxicidade,
mobilidade e biodisponibilidade destes elementos sdo altamente dependentes da forma
quimica na qual eles se encontram. Diante desse contexto, nos Gltimos anos, o interesse por
estudos sobre especiacdo quimica tem aumentado.

O arsénio esté entre os elementos mais nocivos a saude humana, sendo considerado
uma ameaca significativa. Contudo, sua toxicidade é dependente da forma quimica na qual
esta presente, sendo as formas inorganicas, arsenito e arsenato, mais toxicas do que as formas
metiladas, como monometilarsénico e dimetilarsinico.

O desenvolvimento (ou mesmo o aperfeicoamento) de métodos analiticos para a
especiacdo de As em amostras vegetais é necessario, visando uma avaliacdo correta do
impacto ambiental e do risco potencial. Contudo, analises de especiacdo séo laboriosas e 0s
procedimentos utilizados devem garantir que as espécies quimicas de interesse ndo sofram
nenhuma alteracdo durante as etapas de preparo das amostras.

Inimeras técnicas analiticas tém sido utilizadas para a determinacdo das espécies de
As em plantas. Porém, a maioria necessita de um laborioso preparo da amostra, € com 0
aumento de etapas do processo analitico, aumenta-se também o risco de conversdo das
espécies e de perda dos analitos.

Neste contexto, a espectrometria de massas com ionizacdo ambiente, como por
exemplo DESI-MS e PS-MS, sdo excelentes alternativas para analise in situ, em tempo real,
sob pressdo atmosférica e a temperatura ambiente. Além disso, consomem uma pequena
guantidade de amostra e podem ser realizadas com minimo preparo. Ja foi demonstrado que é
possivel realizar a analise direta de plantas por meio dessas técnicas. No entanto, trabalhos
gque empregam essas técnicas em estudos sobre a especiacdo de As em amostras vegetais

ainda ndo foram descritos.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Arsénio

O arsénio (As) é um elemento quimico que se localiza no grupo 15 da tabela periddica,
localizado entre o P e Sb, sendo considerado um ndo metal. Esse elemento possui quatro
estados de oxidacdo: arsina (-3), arsénio elementar (0), arsenito (+3) e arsenato (+5). Arsénio
elementar (por vezes referido como arsénio metalico) possui varias formas alotropicas
(arsénio cinza, amarelo e preto); sendo que o arsénio cinza € sua forma mais estavel. Contudo,
0 arsénio, € normalmente encontrado no ambiente combinado com outros elementos, tais
como oxigénio, cloro e enxofre. Quando combinado com esses elementos é chamado de
arsénio inorganico. Ja, quando combinado com carbono e hidrogénio, é referido como arsénio
organico (Agency for Toxic Substances and Disease Registry — ATSDR, 2007a).

Minerais de arsénio, como o realgar (As,S;) e ouropigmento (As,S3), ambos usados
como pigmentos, eram conhecidos pelos Gregos desde os tempos de Aristoteles, quando o
elemento e sua toxicidade ainda nem eram conhecidos. Arsénio foi descrito pela primeira vez
por Albertus Magnus, no século XIII (Prohaska & Stingeder, 2005) e foi muito utilizado
como veneno. Ha relatos de que a morte de personalidades notaveis como Napoledo
Bonaparte e do presidente norte americano Zachary Taylor, tenha sido, provavelmente, em
funcdo do envenenamento causado por esse elemento (Dembitsky; Rezanka, 2003). No século
XIX, ele era amplamente usado em remédios populares, sendo principalmente usado para
reduzir febre, Peste Negra, furinculos e até mesmo para melhorar a aparéncia e bem estar
(Dembitsky; Rezanka, 2003; Nogueira, 2005). Somente em 1941, o As ficou conhecido como
um elemento toxico (Prohaska & Stingeder, 2005). No século XX, esse elemento teve grande
aplicacdo na agricultura e na inddstria.

Na contemporaneidade, o arsénio € usado, principalmente, como conservante de
madeira para torna-la resistente ao apodrecimento e a decomposicdo (arsenato de cobre
cromatado, CCA) (Khan et al., 2006). Em 2003, o uso de conservantes de madeira contendo
As foi extinto para certos usos residenciais, tais como estruturas de jogos, mesas, assoalhos,
cercas e calcaddes. Arsénio, em conservantes de madeira, ainda é usado em aplicacOes
industriais. Varias espécies organicas de As sdo utilizadas como herbicidas, para o controle de

plantas daninhas, e como aditivos antimicrobianos, em racGes de animais e aves. Na industria



eletronica, o arseneto de galio (GaAs) é usado em semicondutores para telecomunicacdes,
células solares e pesquisa espacial (ATSDR, 2007b).

O As esté entre 0s metais mais nocivos a saude humana, assim como o mercdrio, 0
chumbo e o cddmio. Na lista de prioridade de substancias que sdo consideradas ameacas mais
significativas para a saide humana, elaborada pela ATSDR e EPA (Environmental Protection
Agency), o As é o primeiro, devido a sua toxicidade e potencial de exposicdo humana
(ATSDR, 2011). Deve-se notar que essa lista ndo € uma lista de substancias toxicas, mas uma
combinacdo da frequéncia ou ocorréncia, toxicidade e potencial de exposi¢cdo humana a uma
determinada substancia.

A absorcdo de As via oral e respiratdria pode causar irritacdo respiratdria, ndusea,
vomito, diarreia, danos cardiovasculares, encefalopatia, efeitos dermatolégicos como
hiperpigmentacdo, hiperqueratose, calosidade e verrugas, além de aumentar o risco de varios
tipos de cancer, principalmente de pele, bexiga e pulméao (ATSDR, 2007b; EPA, 2000).

A espécie de As mais toxica é a forma mais reduzida, arsina (AsHs), seguida pelas
formas inorganicas trivalente (As (I11)) e pentavalente (As (V)). Os compostos inorganicos
sdo em torno de 100 vezes mais tdxicos do que as formas parcialmente metiladas (MMA e
DMA). A arsenobetaina e a arsenocolina sdo consideradas relativamente ndo toxicas
(ATSDR, 2007b; WHO, 2001). A dose letal mediana (LDsg) para a arsina é de 3 mg kg™ e
para as espécies As (111) e As (V) sdo, respectivamente, 14 e 87 mg kg™. J4 para as formas
metiladas, MMA e DMA, menos tdxicas, é 1800 mg kg™. A arsenocolina e a arsenobetaina,
que sdo consideradas praticamente ndo tdxicas, possuem LDs, de 6500 mg kg™ e maior do
que 10000 mg kg, respectivamente (WHO, 2001).

Muitos compostos de As estdo presentes no ambiente e em sistemas biologicos
(Tabela 1). Contudo, as espécies mais comuns e de interesse em estudos de especiagdo séo as
formas inorganicas arsenito e arsenato e as organicas monometilarsénico, dimetilarsinico,

arsenocolina e arsenobetaina (Barra et al., 2000; Kumaresan; Riyazuddin, 2001).

2.2. Arsénio no meio ambiente

O As esta distribuido amplamente no meio ambiente, sendo o 20° elemento mais
abundante na crosta terrestre (FAO/WHO, 1999). Geralmente, 0 As ocorre em quantidades
tracos em rochas, solo, dgua e ar. Porém, sua concentracdo pode ser maior, em certas areas,

como resultado de intemperismo e atividades antropogénicas (WHO, 2001).



Tabela 1. Espécies de arsénio comumente detectadas no ambiente e em sistemas biologicos
(Gong et al., 2002; Suérez, 2010; Hedegaard; Sloth, 2011)

Nome Abreviatura Formula Quimica
Arsenito (acido arsenioso) As (I11) As(OH);
Arsenato (&cido arsénico) As (V) AsO(OH);
Acido monometilarsénico MMA (V) CH3AsO(OH),
Acido monometilarsenioso ~ MMA (111) CH3As(OH),
Acido dimetilarsinico DMA (V) (CH3),AsO(0OH)
Acido dimetilarsenioso DMA (I11) (CH3),AsOH
Acido dimetilarsinoil acético DMAA (CHs)2As(0)CH,COOH
Propionato de TMAP (CHs)3As"CH,CH,COOH
trimetilarsonio
Propionato de DMAP (CH3),As(0)CH,CH,COOH
dimetilarsinoil
Acido dimetilarsinotionato DMAS (CH3),As(=S)(OH)
Acetato de dimetilarsinotiol DMAAS (CH3),As(=S)CH,COOH
Dimetilarsinoil etanol DMAE (CH3),AsOCH,
Oxido de trimetilarsina TMAO (CH3)3AsO
Trimetilarsina TMA (111) (CH3)3As
fon tetrametilarsonio MedAs+ (CH3)4As"
Arsenobetaina AsB (CH3)3As"CH,COO
Arsenobetaina 2 ASB-2 (CH3)3As"CH,CH,CO0O
Arsenocolina AsC (CH3)3As"CH,CH,0OH
Arsina AsH3,MeAsH,, (CH3)xAsH3.x (x=0-3)
Me,AsH
Etilmetilarsina EtxAsMes-Xx (CH3CH2)xAS(CH3)3«
Roxarsone Roxarsone (OH)NO,CsHsAs(OH),0
p-aminobenzenoarsonato PABA NH,CsHsASO(OH),
Acido fenilarsonico PAA CsHsASO(OH),
Acido hidroxifenilarsonico ~ 4-HPAA (OH)CgHsAS(OH),0
Acido amino 3-AHPAA NH2(OH)CgHsAsSO(OH),
hidroxifenilarsdnico
Acido nitrofenilarsdnico 4-NPAA NO,CsHsASO(OH),
Acido 3-NHPAA NO,(OH)CeHsAsO(OH),
hidroxinitrofenilarsénico
Acido ureidofenilarsénico p-UPAA NH,CONHCgHsAsO(OH),
Acido arsanilico p-ASA NH,CsH4ASO
Arsénio com grupos arsenoacucares *
ribosidios
* R X Y
R0l 0 O CHCILCILY Acucar glicerol  (CHj3),As(0O)- -OH -OH
' S Aclcarfosfato(CHz),As(0)--OH-PO;HCH,CH(OH)CH,OH
Q X Aclcar sulfonato (CHs),As(0)- -OH -SO;H
o OH Acucar sulfato  (CH3),As(O) -OH -OSOzH
(CH3),As(0)- -NH, -SO3H
(CH3),As+ -OH -OSO3H




O As esta presente em mais de 200 espécies minerais, o qual cerca de 60% sdo
arsenato, 20% sulfeto e sulfosais e 0os 20% restantes incluem arsenetos, arsenitos, oxidos e
arsénio elementar (Prohaska; Stingeder, 2005). Desses, 0 mais comum € a arsenopirita
(FeAsS) que ocorre associado a sulfetos metélicos, como de zinco, niquel, cobre, bem como
em minérios de ouro e prata (Ciminelli et al., 1999). Estima-se que um terco do fluxo
atmosférico do As seja de origem natural. A atividade vulcanica é uma das mais importantes
fontes naturais de As, seguido pela dissolucdo de minerais (principalmente em aguas
subterraneas), exsudatos de vegetacdo e poeira (ndo necessariamente nessa ordem). Outra
fonte natural importante de As é a oxidacdo de sulfetos de As da crosta terrestre, como
arsenopirita (FeAsS). Esse mineral pode ser oxidado por O, Fe** e NOs. Em condigdes
ambientais a oxidacdo inorganica dos sulfetos € lenta e pode ser acelerada pela participacao
de bactérias (Palmieri, 2006). Mineracdo, fundicdo de metais e queima de combustiveis
fosseis sdo o0s principais processos industriais que contribuem para contaminacao
antropogénica da agua, ar e solo por As. Além desses, historicamente, o uso de pesticidas
contendo As deixou grandes extensbes de solos agricolas contaminados. Igualmente, a
utilizacdo de As na preservacdo da madeira, também conduziu a contaminacdo do ambiente
(World Helth Organization —- WHO, 2001; 2010).

Em solos, a média global de As é de 5,0 mg kg™. Niveis naturais elevados de As em
solos podem estar associados com o substrato geolégico, tal como minérios de sulfeto. Em
locais onde existiu ou ainda existem atividades de minera¢do do ouro, como na regido do
Quadrilatero Ferrifero e, principalmente, na regido do municipio de Nova Lima, ambas em
Minas Gerais, os teores de As no solo podem ultrapassar 1000 mg kg™ (Deschamps; Mello,
2007). Segundo a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental de S&o Paulo —
CETESB — em solos, o valor de referéncia de qualidade é de 3,5 mg kg™ e o de prevenc#o, ou
seja, concentracdo acima da qual podem ocorrer alteracdes prejudiciais a qualidade do solo, é
de 15 mg kg™ (CETESB, 2005). Mais detalhes sobre especiacio, ocorréncia, transformacao e
comportamento de As no meio ambiente podem ser vistos em Huang et al. (2011) e Rezende
et al. (2015).

Plantas terrestres podem acumular As pela absor¢do do solo pelas raizes ou pela
absorcéo de As transportado pelo ar e depositado nas folhas. O grau de absorcdo de As do
solo pelas plantas varia bastante entre as diferentes espécies. O nivel de As em plantas
terrestres costuma estar bem abaixo daquele encontrado nos solos, sendo que a maioria delas
ndo acumulam niveis superiores a 1 mg kg™, principalmente em regides consideradas n&o

contaminadas (Vasconcelos et al., 2007). Por outro lado, em locais onde a concentracao de As



no solo é maior, plantas hiperacumuladoras de As podem acumular mais de 20 g kg™ de As
(peso seco) (Ma et al., 2001).

2.3. Plantas hiperacumuladoras de arsénio

Algumas plantas desenvolveram a habilidade de acumular altos niveis de As (ou
outros metais) em seus tecidos sem sintomas de toxicidade. Essas plantas que sdo habeis em
acumular altas concentragdes de metais e/ou metaloides sdo chamadas de hiperacumuladoras
(Salgado et al., 2012). O termo hiperacumuladora foi usado, pela primeira vez, em 1977, por
Brooks e colaboradores, para definir plantas que acumulavam mais de 1000 pg g™ de niquel
(Brooks et al., 1977).

As plantas hiperacumuladoras sdo interessantes para estudos de especiacdo, pois essas
andlises implicam na determinacéo de espécies com concentragdes muito baixas e envolvem
sérias dificuldades para encontrar métodos sensiveis e seletivos (Gonzalvez et al., 2009).

A samambaia chinesa Pteris vittata, foi a primeira planta a ser reconhecida como
hiperacumuladora de As, sendo recomendada para o uso de remediacdo de solos
contaminados por esse elemento (Ma et al., 2001; Wang et al., 2007). A Pteris vittata é
extremamente eficiente na extracdo de As dos solos e translocacdo em sua biomassa. Estudos
mostram que essa planta pode acumular mais de 20 g kg™ de As (Ma et al., 2001). Além
dessa, a samambaia Pityrogramma calomelanos também ¢é eficiente na absorcdo de As de
solos (Niazi et al., 2012; Campos et al., 2015), podendo acumular mais de 8 g kg™ de As
(Francesconi et al, 2002). Muitos estudos sobre especiacdo de As com Pteris vittata e com
Pityrogramma calomelanos tém sido descritos na literatura (Daus et al., 2005; Kachenko et
al., 2010; Mathews et al., 2010; Vetterlein et al., 2009; Webb et al., 2003; Zhang et al., 2002).
A alta acumulagéo de As ndo é uma caracteristica geral das samambaias (Bergqvist; Greger,
2012). Em um estudo sobre a acumulacdo de As em 45 espécies de samambaias, somente
plantas do género Pteris mostraram-se eficientes em acumular altas concentragdes de As.
Contudo, algumas plantas desse género, como Pteris straminea e tremula, néo
hiperacumularam As (Meharg, 2002).

A analise de uma variedade de plantas terrestres, coletadas em locais contaminados
por As, tem mostrado que elas possuem As predominantemente nas formas inorganicas,
principalmente como arsenito (Singh; Ma, 2006; Vetterlein et al., 2009; Zhang et al., 2002).

Contudo, ha trabalhos que mostram que a espécie inorganica pentavalente se sobressai em



relacdo a espécie trivalente (Melendez et al., 2011; Larios et al., 2012). Em samambaias
hiperacumuladoras de As (Pteris vittata e P. calomelanos) crescidas na regido do Quadrilatero
Ferrifero, a principal espécie de As encontrada foi o arsenito, e esse mostrou-se mais
expressivo nas folhas do que nas raizes (Daus et al., 2005). Em um estudo feito com 124
espécies de plantas, as formas inorganicas, arsenito e arsenato, predominaram em todos 0s
tecidos de plantas analisados. Além disso, o0 arsenito mostrou ser a espécie de As que
predomina na parte aérea de plantas terrestres (Bergqvist; Greger, 2012).

Espécies metiladas de As, como MMA, DMA e TMAO, também tém sido
encontradas em plantas (Bergqvist; Greger, 2012; Larios et al., 2012; Meharg; Whitaker,
2002; Mir et al., 2007; Zheng et al., 2003). A presenca de arsenobetaina foi reportada em
algas (Hsieh; Jiang, 2012; Sartal et al., 2012), sendo a espécie predominante em peixes e
crustaceos, constituindo mais de 80% do teor total de As, destacando também que, outras
espécies como arsenocolina e propionato de trimetilarsdnio também estdo presentes como
constituintes menores em animais marinhos (Francesconi; Edmonds, 1996; Raber et al.,
2012). Organismos marinhos acumulam arsénio preferencialmente em seus tecidos e 6rgaos
(Morita; Edmonds, 1992).

O transporte e translocacdo de um elemento numa planta dependem principalmente da
ocorréncia molecular do elemento no solo e o compartimento da célula (Feldmann; Krupp,
2012). Pouco se conhece sobre o mecanismo de absorcéo e distribuicdo de arsénio ao longo
das partes das plantas. Geralmente, assume-se que as raizes sdo responsaveis por acumular a
maior parte do As (Bohari et al., 2002; Larios et al., 2012). Esse comportamento € normal
para plantas ndo hiperacumuladoras de As, que ndo podem translocar As das raizes para a
parte area, em grande extensdo (Meharg; Whitaker, 2002). As plantas hiperacumuladoras sao
habeis em translocar a maior parte do As para as partes aéreas (Ma et al., 2001; Tu et al.,
2002; Wang et al., 2002). Essa absorcdo de As pelas plantas, pode ocorrer por meio de
transportadores de fosfato, pois o ion fosfato apresenta comportamento similar ao ion arsenato
(Lei et al., 2012; Wang et al., 2002). A maior propor¢do de As absorvido pelas plantas esta na
forma de As (V), ja que em solos aerdbicos arsenato é a espécie mais estavel e dominante.
Algumas plantas sdo capazes de reduzir arsenato a arsenito (Lei et al., 2012; Wang et al.,
2002). Em um estudo sobre especiacdo de As na hiperacumuladora Pteris vittata e na nao
hiperacumuladora Pteris ensiformis L., expostas a As (V), foi observado que o As ficou
concentrado principalmente nas folhas da P. vittata como As (I11) e nas raizes da P. ensiformis
como As (V) (Singh; Ma, 2006). Trabalhos mostram que independente da espécie que a

planta foi exposta, As (111) ou As (V), arsenito é a especie que predomina (Xue et al., 2012).



Para 0 mecanismo dessa reducdo, foi proposto que, quando a planta é exposta a arsénio, As
(V) é rapidamente reduzido a As (I11) e complexado por ligantes organicos, tais como tiois,
para evitar danos para as células vegetais (Ma et al., 2001; Zhang et al., 2002). Até pouco
tempo, ndo era bem conhecido se os compostos organicos de As eram simplesmente
absorvidos como tal, a partir do solo, ou se eram convertidos, a partir de espécies inorganicas
em solos, para as formas metiladas nas plantas. Entretanto, em 2012, Lomax e colaboradores,
sugeriram que as plantas ndo sdo capazes de metilar As inorganico e, ao invés disso,
absorvem As metilado produzido por micro-organismos.

Os fatores que podem influenciar as espécies de arsénio presentes em uma planta sdo:
a capacidade da planta sintetizar as espécies de As presentes no solo, a capacidade dos
compostos de As serem absorvidos pela planta, ativa ou passivamente, e a presenca de
espécies de As adsorvido a superficie das raizes das plantas (Meharg; Whitaker, 2002). Além
desses fatores, aqueles que influenciam fortemente a acumulacdo de As em plantas € o
habitat, ou seja, 0 grau de polui¢do do local, e a espécie de planta (Larios et al., 2012).

2.4. Especiagdo quimica

Hé& alguns anos, a determinacdo do teor total de elementos era considerada suficiente e
Unica para questdes ambientais. Embora a concentracdo total de contaminantes seja Gtil em
muitas areas, 0 interesse pela especiacdo quimica tem aumentado, ja que a toxicidade,
mobilidade e biodisponibilidade dos elementos sdo altamente dependentes da forma quimica
na qual eles aparecem.

O termo especiacdo tem sido definido pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) como “a distribuicdo de um elemento entre as espécies quimicas definidas
em um sistema”. A espécie quimica ¢ definida como “a forma especifica de um elemento
quimico em um sistema, ou seja, € funcdo da composic¢éo isotopica, da estrutura molecular ou
estado de oxidagdo”. Finalmente, analise de especiagdo ¢ definida como a “atividade analitica
de identificagdo e/ou medicdo da quantidade de uma ou mais espécies quimicas individuais
em uma amostra” (Templeton et al., 2000).

A mais importante aplicacdo pratica da especiacdo elementar €, sem duvida,
encontrada na area da toxicologia (Proust et al., 2005). Legisladores tém ficado cada vez mais
conscientes sobre a importancia da especiacdo quimica, porém, a implementacdo de limites

maximos toleraveis de espécies quimicas, para a maioria dos elementos, ainda esta sob



inverstigacdo. Isso, em parte, é devido a falta de dados detalhados sobre o nivel toxicoldgico
das espécies, bem como de métodos analiticos confidveis, validados e adequados para
controle em analises de rotina (Hedegaard; Sloth, 2011).

Alguns elementos podem ser altamente toxicos para as varias formas de vida,
enquanto outros sdo considerados essenciais, mas podem se tornar toxicos em altas doses.
Muitos desses efeitos dependem fortemente da forma particular na qual o elemento esta
presente. Por exemplo, Cr (I1l) é um elemento essencial para o organismo, mas Cr (VI) é
genotoxico e cancerigeno. Ao contrario do Cr, as espécies reduzidas de As sdo as mais
toxicas: arsina (AsH3) > arsenito (As(l11)) > arsenato (As(V)) (Templeton et al., 2000). Desse
modo, a avaliacdo do impacto da presenca de um elemento no meio ambiente ndo pode ser
feita baseada somente na sua concentracgao total.

Devido as diferentes toxicidades das espécies de As, o desenvolvimento (ou mesmo o
aperfeicoamento) de métodos analiticos confidveis é importante para realizar a especiacdo de
As, visando melhor entendimento de suas vias metabolicas e da biotransformacdo que ocorre

entre essas espécies, além de uma avaliacdo correta do impacto ambiental e do risco potencial.

2.5. Métodos analiticos para especiacao

Com o interesse crescente pela especiacdo, ao longo dos anos, inimeros pesquisadores
tém relatado a especiacdo de As utilizando véarias técnicas de separacdo e de
deteccdo/quantificacdo (Barra et al., 2000; Mir et al., 2007; Nam et al., 2010; Suérez, 2010).
Contudo, a especiacdo de As € ainda dificil por inimeras razbes. Durante o preparo das
amostras, extragdo e armazenamento, a integridade das espécies de As deve ser mantida. Até
0 momento, poucos materiais de referéncia certificados tém sido desenvolvidos para as
diversas espécies de As e, finalmente, ndo existe um método Unico de especiacdo de As
satisfatorio (Dietz et al., 2007; Nam et al., 2010; Rubio et al., 2010). Segundo Pétursdottir e
colaboradores (2012), sem um valor certificado de As ndo € possivel avaliar a acuracia da
concentracdo determinada e a eficiéncia do metodo de extragdo aplicado.

As etapas de amostragem e preparo das amostras, em grande parte dos trabalhos, tém
sido negligenciadas, muito embora sé essa ultima possa necessitar de até 60% do tempo gasto
para executar uma analise e é responsavel por até 50% dos erros oriundos do processo
analitico. Esses percentuais podem ainda ser considerados mais elevados em andlises de

especiacdo, ja que as matrizes sao frequentemente complexas, as concentracdes das espécies
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sdo baixas e a distribuicdo, muitas vezes, é heterogénea (Dietz et al., 2007; Rubio et al.,
2010).

O preparo de amostras solidas para especiacdo geralmente pode incluir procedimentos
tais como: liofilizacdo, trituracdo, secagem, moagem, maceracdo, homogeneizacao, reducédo
do tamanho de particula e peneiragdo, seguidos pelos processos de extracdo (Gong et al.,
2002). O procedimento utilizado na andlise de especiacdo deve garantir que as espécies
quimicas de interesse ndo sofram nenhuma alteracdo durante as etapas de preparo das
amostras. Se a distribuicdo original das espécies na amostra € alterada, o resultado da anélise
de especiacdo é questionavel (Gong et al., 2012). Diante do exposto, um dos grandes desafios
da quimica analitica atualmente € o preparo de amostras para fins de especiagéo.

2.6. Técnicas para separacao e quantificacao

A maioria dos métodos analiticos empregados para a especiacdo de As em amostras
ambientais e bioldgicas envolve a hifenizacdo de técnicas de separacdo, principalmente
cromatografia liquida (HPLC) com detectores baseados em absor¢do atbmica (AAS), emissao
atdbmica (ICP OES) ou espectrometria de massas (MS) (Anawar, 2012; Garcia-Salgado et al.,
2012; Garcia-Sartal et al., 2012; Hsieh; Jiang, 2012; Mirandes et al., 2011). Outras técnicas
como cromatografia gasosa (GC) (Campillo et al., 2008), cromatografia iénica (IC)
(Kohlmeyer et al., 2003), eletroforese capilar (CE) (Meermann et al., 2008), espectrometria de
fluorescéncia atdmica (AFS) (Sanchez-Rodas et al., 2010; Zhang et al., 2002) e
espectroscopia de absorcao de raio-x (XANES e EXAFS) (Kachenko et al., 2010; Webb et al.,
2003) também tém sido aplicadas para especiacdo de As. Um resumo sobre as principais
técnicas analiticas utilizadas na especiacdo de As pode ser visto em Carey et al. (2012).

As técnicas que utilizam a espectrometria de absor¢do atdmica, associada a geracao de
hidretos (HG-AAS), oferecem sensibilidade, baixo custo, seletividade e simplicidade na
determinacdo de As e podem ser utilizadas para diferenciar espécies que formam hidretos
volateis. Em estudos de especiacdo, pode-se utilizar o acoplamento com cromatografia ou
ICP-MS, os quais tem se mostrado uma ferramenta poderosa para a separacao e determinacgéo
de varias espécies de As (Barra et al., 2000; Musil et al., 2014). Apesar de HG-AAS ser um
método atrativo para especiacdo de As (Galazzi; Arruda, 2013), essa técnica é falha devido a
determinacdo de espécies singulares e pelo laborioso preparo de amostras (Akter et al., 2005).
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Além disso, nem todas as espécies de As formam hidretos e técnicas de decomposicdo sdo
usualmente requeridas (Gong et al., 2002).

O espectrémetro de massas com fonte de plasma indutivamente acoplada (ICP-MS) e,
sem duvida, uma ferramenta atrativa para analises de especiacdo elementar. Essa técnica
oferece um namero de caracteristicas unicas que incluem limites de deteccdo extremamente
baixos para a maioria dos elementos, uma ampla faixa linear, alto poder de detecgéo e
sensibilidade extremante elevada. Quando acoplado a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), torna-se um sistema altamente seletivo e de alta sensibilidade para andlises de
especiacdo. HPLC-ICP-MS é uma técnica bem estabelecida para monitoramento de rotina de
espécies de As (Szpunar; Lobinski, 2002). Uma das principais vantagens da combinacdo de
HPLC com ICP-MS é que somente uma simples e direta interface entre essas duas técnicas €
requerida. Além disso, separacdes com HPLC sdo usualmente conduzidas a temperatura
ambiente ou apenas & temperaturas ligeiramente elevadas (30-40°C) (Popp et al., 2010).
HPLC-ICP-MS com troca anidnica tem um bom potencial para analises de especiacdo de As.
O modo de eluicdo isocratica e a baixa concentracdo de solvente organico e soélidos
dissolvidos na fase movel permite operacdo estavel do ICP sem degradacdo na sensibilidade e
pouca interferéncia de matriz (Szpunar; Lobinski, 2002).

Um complemento perfeito a técnica supracitada é a espectrometria de massas com
ionizacdo por eletrospray (ESI-MS), principalmente quando acoplada ao HPLC. Na técnica
HPLC-ICP-MS a identificacdo de espécies pelo tempo de retencdo requer padrdes dos
compostos de interesse, ndo sendo aplicavel no caso de espécies desconhecidas. Além disso, a
irreprodutibilidade dos tempos de retencdo com os padrdes € comum na presenca da matriz da
amostra e, tambem, a eficiéncia da separacdo na coluna, diminui lentamente com o nimero de
corridas cromatograficas (Szpunar; Lobinski, 2002). Assim, essa lacuna pode ser preenchida
pelo ESI-MS que pode ser utilizada na determinacdo da massa molecular e caracterizagdo
estrutural de moléculas, em nivel de traco, em matrizes complexas. Com essa técnica
analitica, o tempo de retencdo do HPLC em combinacdo com espectro de massas fornece
informagdes evidentes da identidade da espécie do analito. Desse modo, a andlise de
especiacdo frequentemente requer uma abordagem multi-técnica, onde ndo apenas mais de
uma técnica é usada em paralelo ou em sequéncia, mas em uma abordagem integrada
(European Virtual Institute for Speciation Analysis — EVISA, 2008).

Contudo, contraria a essas inUmeras vantagens, o uso de ICP-MS, como detector, além
do seu alto custo, requer grandes quantidades de amostras que nao Sao viaveis para amostras

bioldgicas pequenas. Além disso, € um detector elementar altamente especifico que ndo é
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encontrado, comumente, em muitos laboratorios e também ha restricdes quanto a selecdo da
fase movel usada no HPLC, ja que essa ndo pode conter altas fracdes de solventes organicos
(o que causa a diminuicao ou extincdo do plasma) e/ou elevadas concentracGes de sais em
solucgdes tampéo (afetam a robustez do método) (Huang et al., 2008; Popp et al., 2010).

Desse modo, o0 estabelecimento de novas técnicas, mais simples, rapidas e com o

minimo preparo de amostra se faz necessario para estudos de especiacao quimica.

2.7. Técnicas analiticas para andlise direta em especia¢do quimica

Dentre as numerosas técnicas analiticas, a espectrometria de massas (MS) merece
destaque especial, por apresentar elevadas sensibilidade, especificidade e velocidade de
resposta. Para a maioria dos espectrometros de massas, atualmente, espectros séo adquiridos
com tempo de 1 segundo; em contraste com outros métodos analiticos, utilizados na maioria
dos laboratdrios, que muitas vezes leva vérias horas para completar uma andlise qualitativa
e/ou quantitativa (Chen et al., 2010).

Trabalhos sobre especia¢do quimica utilizando espectrometria de massas sao muito
escassos na literatura. Um dos pioneiros foi publicado em 1997, onde Floréncio e
colaboradores trabalharam com espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray para
identificar compostos de As. Eles concluiram que essa técnica é adequada para a identificacdo
de arsenobetaina, arsenocolina, &cido monometilarsdnico, acido dimetilarsinico, arsenito e
arsenato, ja que espectros de massas caracteristicos desses compostos puderam ser obtidos.
Além disso, naquela época, ja se previa que essa tecnica seria Util para a identificacdo de tais
compostos em agua e matrizes complexas, como extratos de plantas (Floréncio et al., 1997).

A espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray (ESI-MS), embora dotada
de diversas vantagens, tem como principal limitacdo a necessidade de preparo da amostra e 0
fato de ser aplicada somente para amostras em solucdo. Nesse contexto, métodos da
espectrometria de massas com ionizacdo ambiente tém surgido como um avango nha
aceleracgdo e simplificacdo das analises (Libedev, 2015).

O termo “ambient mass spectrometry” foi introduzido em 2006 (Cooks et al., 2006).
As técnicas da espectrometria de massas com ionizacdo ambiente seguem trés principios: 1)
as amostras ndo necessitam de pré-tratamento ou somente necessitam de um minimo preparo;
2) ions sdo gerados sob pressdo atmosférica e temperatura ambiente antes de sua introducdo

no espectrémetro de massas para analise; 3) os analitos sdo diretamente desorvidos/ionizados
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da superficie da amostra de tal modo que instantaneamente as medi¢fes no espectrdmetro de
massas se tornam possiveis (Hsu e Dorrestein, 2015).

Devido sua simplicidade e eficiente informacdo molecular, o interesse por técnicas de
ionizacdo ambiente tem crescido cada vez mais, as quais tém sido usadas como novas
ferramentas para andlises de tecidos bioldgicos, incluindo plantas, drogas e amostras

ambientais.

2.7.1. Desorption electrospray ionization mass spectrometry — DESI-MS

Em 2004, foi proposta, por Cooks e colaboradores, uma técnica denominada DESI (do
inglés: desorption electrospray ionization), a qual representa um dos mais bem sucedidos
avancos na espectrometria de massas (Takats et al., 2004). DESI é uma excelente técnica para
andlise in situ, em tempo real, sob pressdo atmosférica, a temperatura ambiente, com baixo
consumo de amostra, sendo conduzida com nenhum ou com minimo preparo de amostra
(Chen et al., 2010).

No DESI, um jato de goticulas e ions carregados do solvente € direcionado a
superficie de uma amostra s6lida, liquida ou gasosa. O impacto do spray sobre a superficie da
amostra desorve e ioniza moléculas presentes na amostra e os ions gerados sao transferidos
para o sistema de vacuo do espectrdmetro de massas onde sdo analisados. O espectro de
massas resultante é similar ao espectro de massas ESI, o qual mostra ions derivados dos
analitos presentes na amostra (Takéats et al., 2004; Talaty et al., 2005). Desse modo, 0s
espectros de massas ESI podem ser utilizados como referéncias para analise por DESI.

O principio de funcionamento do DESI consiste em um solvente que entra por um
tubo capilar no nebulizador; lateralmente a esse tubo, um jato de gas a alta pressdo
(geralmente nitrogénio) é introduzido, o qual produz pequenas goticulas do solvente. Entre o
capilar e o espectrometro de massas existe uma grande diferenca de potencial que deixara as
goticulas eletricamente carregadas (electrospray). Esse feixe de minlsculas gotas
eletricamente carregadas ¢ direcionado a amostra por um angulo a. Os ions dessorvidos sdao
direcionados para a entrada do espectrébmetro de massas, a pressdo atmosférica, que faz um
angulo B com a superficie da amostra (Figura 1). O suporte onde se encontra a amostra € livre
para se movimentar e, desse modo, pode-se analisar varias por¢es de um mesmo material.

Amostras sélidas podem ser analisadas como tal, amostras liquidas devem ser absorvidas em



14

algum material e amostras gasosas devem ser adsorvidas em uma superficie sélida (Lordeiro,
2011).

solvente

N,

Alta ) e
Tensio HV sprayemissor Eiitradade
(solvente) R ‘
pectrometrode
jatode gas massas

/ spray
bocal do nebulizador \ )
ions
distanciada dessorvidos

superficie

CO )

amostra

B

Figura 1. Diagrama esquematico da técnica DESI-MS (Lordeiro, 2011)

A performance desta técnica pode ser afetada por muitos parametros incluindo: os
parametros de operacdo do DESI, como a pressdo e o fluxo do gas nebulizador, o fluxo do
solvente e a voltagem do eletrospray; parametros geométricos, como por exemplo as
distancias entre o nebulizador e a amostra, entre a amostra e a entrada do espectrometro de
massas e entre o nebulizador e a entrada do espectrometro de massas, e 0s angulos entre o
nebulizador e a amostra e entre a amostra e a entrada do espectrometro de massas; 0S
parametros da solugdo, como por exemplo, a composicdo do solvente; e os parametros da
superficie suporte, incluindo as propriedades quimicas (por exemplo, teflon, papel, dentre
outros), a temperatura e a voltagem aplicada na superficie (Chen et al., 2010).

O interesse pela técnica DESI é crescente e sua aplicagdo é voltada para diversas areas,
como: analise de proteinas (Takats et al., 2004; Yao, 2012; Dulay et al., 2015), analise de
amostras biologicas, como por exemplo, tecido animal e humano (Dill et al., 2011 A; Gerbig
et al., 2012; Laskin et al., 2012; Pirro et al., 2012; Vismeh et al., 2012; Lostun et al., 2015),
andlise de lipideos (Suni et al., 2012), aplicacGes forense (Talaty et al., 2008; Morelato et al.,
2012; Mirabelli et al., 2015), aplicagdes na area alimenticia (D’Aloise; Chen, 2012; Nielen et
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al., 2011; Ser6 et al., 2015) e na area de salde e farmacéutica (Nyadong et al., 2008;
Campbell et al., 2011; Fabrizi et al., 2012; Thunig et al., 2012). No presente trabalho, o foco
sdo as analises ambientais. Trabalhos tém mostrado que é possivel a analise de tecidos de
plantas via DESI-MS; por exemplo, em alguns trabalhos folhas sdo analisadas diretamente,
sem qualquer pré-tratamento (Jackson et al., 2009; Kennedy; Wiseman, 2010; Li et al., 2011,
Miller et al., 2011). Srimany e colaboradores (2011) e Talaty e colaboradores (2005), em
trabalhos distintos, utilizaram a técnica DESI no estudo de alcaldides em plantas e concluiram
que tais analitos podem ser identificados e confirmados por DESI-MS/MS sem qualquer pré-
tratamento.

Apesar da vasta aplicacdo da técnica DESI, principalmente na anélise de plantas,
trabalhos que empregam essa técnica em estudos sobre a especiacdo de As em amostras
vegetais ainda ndo foram descritos na literatura. No entanto, ja foi demonstrado que esse tipo
de matriz pode ser analisada, diretamente, por DESI-MS para detectar espécies de As, como
acido monometilarsbnico, acido dimetilarsinico, arsenobetaina, arsenocolina, roxarsone,
nitarsone, acido 4-hidroxifenilarsdnio, arsenito e arsenato (Lin et al., 2010). No entanto, nesse
trabalho, os autores doparam as plantas com diferentes espécies de As, as quais foram
posteriormente analisadas, ou seja, as amostras de vegetais foram utilizadas somente como

suporte para os sais de As.

2.7.2. Técnicas de imageamento por espectrometria de massas

Diferentes métodos da espectrometria de massas tém contribuido significativamente
para a detecgdo, identificacdo e quantificagdo de importantes biomoléculas, biomarcadores e
outros metabolitos (Hemalatha; Pradeep, 2013). Com a espectrometria de massas classica €
possivel identificar varios compostos em uma amostra particular. J& com a espectrometria de
massas por imagem, € possivel determinar a distribuicdo de tais compostos sobre a superficie
da amostra (Lebedev, 2015). Imagem molecular tem sido foco de grande interesse em
espectrometria de massas, uma vez que esta técnica fornece uma enorme quantidade de
informagdes quimicas detalhadas.

Em décadas passadas, MS imaging foi dominada por duas técnicas de ionizacédo, a
espectrometria de massas de ions secundarios (SIMS) e dessor¢do/ionizacdo a laser auxiliada
por matriz (MALDI) (Libedev, 2015). Além dessas, a técnica analitica de ablagdo a laser

associada com um espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado (LA-ICP-
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MS) é uma técnica multielementar que tem sido utilizada para mapear a distribuicdo de
elementos em amostras bioldgicas e ambientais (Nowinski, 2012). O advento de novas técnicas
de ionizacdo, somado a revolucdo da espectrometria de massas por imagem, forneceu meios
para analisar amostras com pouco ou nenhum preparo. Esta expansao tem gerado expectativas
sobre possiveis aplicagdes futuras, especialmente em medicina (Dill, 2011 B).

SIMS foi a primeira técnica de ionizacao aplicada a obtencdo de imagem, seguida por
MALDI, a qual é aplicavel para biomoléculas maiores. Ambas as técnicas requerem que a
amostra seja examinada sob vacuo, limitando manipulacdes e experimentos complementares,
e sdo consideradas técnicas invasivas. Ja a LA-ICP-MS é uma técnica de facil manipulacdo e
simples preparo de amostra, a qual tem dido utilizada para mapeamento de elementos em
folhas (Kotschau et al., 2013; Silva; Arruda, 2013) . A técnica DESI imaging (DESI-MSI) foi
introduzida em 2006 (Wiseman et al., 2006) e, quando comparada aos métodos que utilizam
vacuo e matriz (MALDI e SIMS), DESI-MSI destaca-se pela simplicidade e pelo fato de sua
fonte, relativamente de baixo custo, poder ser acoplada a maioria dos espectrometros e
massas; além disso, o pesquisador tem acesso a amostra durante todo o experimento. DESI-
MSI tem a vantagem de requerer pouco ou nenhum preparo de amostras, nenhuma aplicacdo
de matriz e possibilidade de analisar superficies complexas (Li et al., 2013 A; Bjarnholt et al.,
2014).

2.7.2.1. Desorption electrospray ionization mass spectrometry imaging — DESI-
MSI

Os principios da técnica DESI-MSI sdo os mesmos que aqueles de DESI-MS. Pela
técnica DESI-MSI, moléculas sdo desorvidas de uma superficie e ionizadas utilizando um
spray (de um solvente apropriado) de goticulas altamente carregadas (Lee et al., 2012). Nesse
caso, 0 metodo envolve o registro de espectros de massas em pontos particulares da superficie
da amostra, tendo como referéncia as coordenadas dos pontos. O conjunto de espectros de
massas, apos devido processamento, proporciona a verificagdo da distribuicdo (em duas
dimens@es) de varios compostos sobre a superficie da amostra estudada. O mapeamento da
distribuicdo dos compostos é representado por cores de diferentes intensidades, as quais
representam, ponto a ponto, a diferenca de intensidade para um mesmo tipo de ion (Libedev,
2015).
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DESI-MSI tem sido usado principalmente em anélises de tecidos humanos (Lostun et
al., 2015, Tata et al., 2015), alimentos (Garrett et al., 2016), e plantas (Li et al., 2013;
Hemalatha e Praddep, 2013; Bjarnholt et al., 2014). E notavel como poucos trabalhos
envolvendo a aplicacdo de DESI-MSI em tecidos vegetais tem sido publicados em
comparagdo com o vasto nimero de trabalhos com tecidos animais (Li et al., 2011). Um dos
problemas com DESI-MSI em superficies de plantas é a obtencdo de um sinal estavel o
suficiente para gerar uma imagem (Thunig et al., 2011). O principal fator € a dificuldade de
penetracdo do spray na camada cerosa das folhas, ja que DESI apresenta melhores resultados
em superficies duras (Li et al., 2013 B). Uma alternativa esta baseada na impressdo da
amostra sobre uma superficie porosa (PTFE, por exemplo) extraindo assim 0s compostos da
matriz e mantendo a integridade espacial da amostra (Thunig et al., 2011). Por exemplo, a
intensidade do sinal melhorou apds a transferéncia dos constituintes de folhas para uma
superficie de PTFE (Miller et al., 2011). Uma metodologia similar tem sido aplicada em
outros trabalhos, onde imagens indiretas de folhas de plantas tem sido obtidas pela
distribuicdo espacial de fitoquimicos (Li et al., 2013 A; Li et al., 2013 B; Hemalatha e
Pradeep, 2013; Muller et al., 2011; Thunig et al., 2011) e, mais recentemente, e pesticidas
(Gerbig et al., 2015). E importante destacar que, até o momento, ainda ndo foram
apresentados trabalhos sobre o estudo da especiacdo quimica em tecidos vegetais,
principalmente sobre o estudo da distribuicdo e presenca de arsénio e suas espécies nesse tipo

de material.

2.7.3. Paper spray mass spectrometry — PS-MS

A espectrometria de massas com ionizagdo ambiente tem sido alvo de interesse desde
a introducédo do DESI em 2004. Nos anos seguintes, uma série de novas técnicas de ionizagédo
que se inserem neste subgrupo da espectrometria de massas tem sido desenvolvidas (Klampf e
Himmelsbach, 2015). Dentre essas novas técnicas de ionizagdo ambiente, encontra-se o paper
spray mass spectrometry (PS-MS), proposta por Wang e colaboradores, em 2010, como um
método de anélise rapido, qualitativo e quantitativo para analises em matrizes complexas.
Pelo método ¢ possivel analisar desde moléculas organicas pequenas a grandes moléculas de
biopolimeros.

O principio do PS-MS se baseia na conexdo de um papel triangular com um clipe de

metal, posicionado em frente ao orificio de entrada do espectrometro de massas, onde sera
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depositada a amostra. Por meio do clipe de metal é aplicada uma alta voltagem entre o papel e
a entrada do espectrémetro de massas e, assim, goticulas carregadas sdo emitidas da ponta do
papel triangular para o espectrdmetro de massas, levando a formacédo de ions similar ao
processo ESI (Evard et al., 2015; Klampf e Himmelsbach, 2015). A Figura 2 ilustra uma
representacdo esquematica da fonte PS. A estrutura dos poros e a propriedade hidrofilica do
papel permitem o transporte do liquido sobre a superficie do papel. Quando uma alta
voltagem € aplicada, gotas carregadas sdo geradas nas pontas do papel por causa do alto
campo elétrico que é gerado em torno destes cantos. Com os angulos das pontas do papel
relativamente pequenos, um forte spray é formado em frente a entrada do espectrémetro de
massas (Yang et al., 2012; Klampf e Himmelsbach, 2015).

50 pL de
solugao Entrada

do MS

lonizagéo

Figura 2. Representacdo esquematica da técnica PS-MS (Adaptado de Paula et al., 2015).

A eficiéncia da analise depende de muitos parametros. Para cada tamanho do papel
triangular, hd uma quantidade 6tima da solucdo. As dimensbes adequadas do papel séo,
aproximadamente, 5 mm de base e 10 mm de altura. Nesse caso, 0 volume 6timo da solucdo
deve estar entre 10 a 50 puL. O angulo da ponta do papel é de grande importancia, ja que
qguanto menor o angulo maior a for¢a do campo elétrico na ponta do spray. O maior fluxo do
spray e atingido com o angulo de ponta de 30° (Libedev, 2015). Além desses, a distancia
entre o papel triangular e a entrada do espectrometro de massas também influencia na
guantidade de ions que entram no equipamento. Uma vez que PS-MS ndo requer o uso de
bomba, uma tarefa importante é a escolha correta do solvente para dissolver os compostos de
interesse. Mais frequentemente, uma mistura metanol:agua tem sido usada (Libedev, 2015).

No entanto, outros solventes podem ser utilizados dependendo do analito estudado. Para a
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determinacdo de pesticidas em frutas e vegetais, o solvente mais adequado é a acetonitrila
(Evard et al., 2015). Liu e colaboradores (2011) realizaram um estudo sobre a avaliagdo do
solvente mais adequado para a deteccdo de constituintes em plantas. Foi observado que,
dentre os solventes estudados (metanol, diclorometano, hexano, acetonitrila, cloroférmio e
acetona), o melhor solvente foi metanol para todos os tecidos vegetais testados.

A simplicidade dessa técnica fez com que surgisse uma variedade de aplicagdes,
principalmente por causa da maior parte dos interferentes, comumente presentes em matrizes
complexas, sao retidos pelo papel com notavel reducdo da supressdo idnica. Além disso, é
uma técnica de baixo custo e de facil fabricagdo (Paula et al., 2015). O PS-MS tem inUmeras
outras vantagens: € necessario somente um pequeno volume de amostra (em torno de 50 pL),
pouco ou nenhum preparo da amostra, € imune ao entupimento, eliminando a necessidade de
filtragem da amostra contendo sélidos dispersos, dentre outras. Essa técnica serve como uma
ferramenta complementar para métodos convencionais, como LC-MS, permitindo uma analise
rapida, de baixo custo e com minimo preparo da amostra (Reeber et al., 2015).

As principais aplicacdes do PS-MS encontram-se no campo de analises de tecidos
biolégicos (Wang et al., 2011), farmacéuticas, em especial analises de sangue (Shi et al.,
2015; Espy et al., 2014; Wang et al., 2013), ambientais (Reeber et al., 2015; Evard et al.,
2015) e forenses (Su et al., 2013; Li et al., 2014; Ferreira et al., 2015; Paula et al., 2015).
Assim como as demais técnicas de andlise direta na espectrometria de massas, alguns
trabalhos também envolvem a anélise de constituintes de materiais vegetais. Nesses trabalhos,
a folha fresca cortada em triangulo serve como suporte e amostra e, assim, um rapido
screening pode ser realizado (Liu et al., 2011; Zhang et al., 2012). No entanto, ndo ha

descricdo do uso de PS-MS em estudos de especiacdo quimica em plantas.
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3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicabilidade da espectrometria de massas com
ionizacdo ambiente como um método de screening eficiente na andlise de especiagdo de

arsénio em plantas terrestres.

3.1 Objetivos especificos

e Otimizacdo dos parametros DESI-MS para analise de especiacédo de As;

e ldentificacdo de arsenito [NaAsO, — As(ll)], arsenato [KH,AsO, — As(V)], acido
dimetilarsinico  [(CH3),As(O)OH - DMA] e acido monometilarsénico
[CH3As03.2Na.6H,0 — MMA] em folhas de samambaias que foram expostas a
solucBes de tais compostos de As, empregando a técnica DESI-MS.

e Auvaliacdo da distribuicdo espacial de ions dos compostos organicos e inorganicos de
As em folha de samambaia por DESI-MSI, empregando o método indireto,

e Andlise direta de compostos organicos e inorganicos de As em folhas de samambaia
coletadas em locais contaminados por As, pela técnica PS-MS.

e Auvaliacdo da performance analitica (figuras de mérito) pela técnica PS-MS.

e Determinacdo das espécies de As nas folhas de samambaia por LC-ICP-MS e ICP

OES, para confirmacao dos resultados obtidos por DESI-MS.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais, Reagentes e Solucgdes

Todas as vidrarias e materiais usados foram descontaminados em banho contendo
acido nitrico 10 % v/v por pelo menos 24 horas. Posteriormente, as vidrarias e materiais
foram lavados com &gua deionizada. Todas as solu¢es foram preparadas com reagentes de
alta pureza e &gua ultra pura produzida em sistema de purificacdo Milli-Q (resistividade 18,2
MQ cm, Millipore Direct-Q 3, Molsheim, Franca).

Os padrdes das espécies de arsénio inorganicas, arsenito de sodio (NaAsO;) e
dihidrogenoarsenato de potéssio (KHAsO4), foram provenientes da Sigma-Aldrich
(Alemanha). Os padrdes das espécies organicas de As, 4acido dimetilarsinico
[(CH3),As(O)OH] e dissddio metilarsenato hexahidratado (CH3AsO3.2Na.6H,0), foram da
Chem Service (Estados Unidos). A partir destes reagentes foram preparadas solucdes estoque
individuais contendo 1000 mg L™ de As. Essas solucdes estoque foram usadas para o preparo
das curvas de calibracdo e para as analises realizadas no DESI-MS, no DESI-MSI e no PS-
MS. A solucdo de calibracdo do ICP-MS foi preparada pela diluicdo da solucdo estoque
multielementar SCP33MS (SCP Science, Canada) contendo 10 mg L™ de As.

Fosfato de aménio (Merck, Alemanha), usado como fase mdvel nas analises por LC-
ICP-MS, foi preparado em &gua e entdo filtrado em filtro de membrana 0,45 um (Millipore,
Franca) antes do uso. O pH da fase mével foi ajustado com hidréxido de aménio 1,0 mol L™
ou de &cido nitrico 1,0 mol L™, preparados a partir de reagentes PA da Merck (Alemanha).

Os demais reagentes utilizados foram: metanol (grau HPLC, Merck, Alemanha),
acetonitrila (Merck, Alemanha), acido formico (P.A. 85%, Synth, Brasil), cloroformio
(Merck, Alemanha), formaldeido (P. A. Synth, Brasil), acido cloridrico (Merck, Alemanha) e

hexano (Merck, Alemanha).

4.2. Instrumentacao

4.2.1. DESI-MS
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Para as andlises de especiacdo por DESI-MS, utilizou-se um espectrémetro de massas
modelo LCQFleet (ThermoElectron, San Jose, CA), de baixa resolugéo, equipado com um
software de controle e tratamento dos dados (Xcalibur), e uma fonte DESI de fabricacédo
caseira (Figura 3). Os parametros fisicos da fonte DESI, que serdo descritos posteriormente,
foram cuidadosamente otimizados para aumentar a intensidade do sinal dos analitos. O &ngulo
entre o capilar da fonte DESI com a superficie da amostra esteve em torno de 30°. A ponta do
nebulizador foi colocada a aproximadamente 5 mm da superficie da amostra; a extremidade
do capilar do espectrdmetro de massas, aquecido, ficou a 3 mm da amostra. O spray gerado
foi submetido a um jato de nitrogénio a uma presséo de 100 psi (6,80 atm). Os demais
parametros, tais como, solvente, temperatura do capilar, voltagem do capilar e fluxo do
solvente foram otimizados a fim de se obter a melhor intensidade dos ions das espécies de As.
Uma placa de vidro foi utilizada como suporte para a amostra. Essa foi colocada em um
suporte 3D, onde era possivel a movimentagdo no plano X, y e z, o qual foi operado
manualmente. Para o experimento MS/MS, selecionou-se a razdo m/z de um dado ion
precursor e procedeu-se a colisdo com hélio dentro do trap. A energia de colisdo foi ajustada

para produzir ions filho com intensidades mensuraveis.

Figura 3. Vista frontal e lateral da fonte DESI acoplada ao espectrébmetro de massas utilizados
neste trabalho.

4.2.2. PS-MS

Para as analises de especiacdo por PS-MS, utilizou-se 0 mesmo espectrémetro de
massas das andlises por DESI-MS e uma fonte paper spray de fabricacdo caseira (
Figura 4). Os pardmetros da fonte paper spray foram cuidadosamente otimizados para
aumentar a intensidade do sinal dos analitos. Os principais parametros operacionais foram:
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voltagem do paper spray, 4kV; temperatura do capilar, 250°C; voltagem do capilar, 55V;
voltagem do tube lens, 25 V. A disténcia entre a ponta do papel e a entrada do espectrometro
de massas foi de aproximadamente 5mm. Os espectros de massas, no modo de varredura
completa (full scan), foram recuperados medindo-se ions de m/z de 100 a 250. Da mesma
forma que para o DESI-MS, para o experimento MS/MS, selecionou-se a razdo m/z de um
dado ion pai e colidiu-o com hélio dentro do trap. A energia de colisdo foi ajustada para

produzir ions filho com intensidades mensuraveis.

Figura 4. Vista frontal da fonte paper spray utilizada neste trabalho

4.2.3. DESI-MSI

Para a geracdo das imagens por DESI-MSI, utilizou-se um espectrdmetro de massas
modelo Q Exactive (ThermoElectron, San Jose, CA), de alta resolugédo, equipado com uma
fonte DESI automatica 2D da empresa Prosolia Inc. (Indianapolis, IN, EUA) (Figura 5). Os
principais parametros operacionais foram: voltagem do spray, 5 kV; pressdo do gas de
nebulizacdo (Ny), 120 psi; temperatura do capilar, 320°C; tempo de injecdo, 50 ms; acimulo
de 1 microscan; e vazdo do spray (metanol), 10 puL.min™. As imagens foram registradas
usando uma placa automatizada, movida no plano x,y em relacdo ao capilar de ionizagéo. As
linhas foram escaneadas a uma velocidade de 740 um.s™ e os espectros de massas foram
recuperados no modo de varredura completa medindo-se ions de m/z de 50 a 250. O tempo
gasto para a aquisicdo de uma imagem foi em torno de 3 horas. Os espectros de massas
coletados foram processados com o software de conversdo de dados FireFly

(http://www.prosolia.com/firefly.php) e as imagens foram geradas usando o software Biomap
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(http://www.maldimsi.org). As analises foram realizadas na Universidade Estadual de

Campinas.

Figura 5. Vista frontal e lateral da fonte DESI imaging acoplada ao espectrdmetro de massas

utilizados neste trabalho.

4.2.4. LC-ICP-MS

Para a quantificacdo das espécies de As, foi utilizado um ICP-MS (PerkinElmer Sciex,
Modelo Elan DRC I, Canadd), equipado com um nebulizador concéntrico (Meinhard
Associates, EUA), uma camara de nebulizacdo ciclonica (Glass Expansion, Inc., Australia) e
uma tocha de quartzo com um tubo injetor de quartzo (2 mm d. i.). O fluxo do gas
nebulizador, a voltagem da lente de ions e o alinhamento da tocha foram ajustados conforme
as instrucdes do fabricante, usando nebuliza¢do convencional. O monitoramento Unico do ion
de m/z 75 foi usado para adquirir o sinal de As. O sistema LC consistiu de uma bomba
quaternaria (Modelo Series 200, PerkinElmer) equipado com uma valvula injetora de seis
portas Rheodyne (200 puL de amostra) e uma coluna de troca ani6énica (Hamilton, PRP-X100,
250 mm de comprimento e 4.1 mm d. i.). A saida da coluna foi conectada ao nebulizador
pneumatico do ICP-MS por meio de um tubo em PEEK. Todas as separacGes foram
conduzidas a temperatura ambiente. As condi¢fes de operagdo do sistema LC-ICP-MS estdo

resumidas na Tabela 2.

4.2.5. ICP OES
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A concentracédo total de As nas amostras de samambaia foi determinada usando um
ICP OES Optima 4300 DV (Perkin Elmer, Shelton, EUA). Argonio de 99,996% de pureza
(White Martins - Praxair, Sdo Paulo, Brasil) foi usado para o plasma, gas auxiliar e gas de
nebulizacdo. O comprimento de onda selecionado para a determinacdo de As e parametros
operacionais estdo listados na Tabela 2. CondicGes instrumentais foram ajustadas como

recomendado pela fabricante.

Tabela 2. CondigOes instrumentais para a determinagdo do teor total de As por ICP OES e

determinacéo das espécies de As por LC-ICP-MS

Determinacdo total de As por ICP OES

Poténcia RF, W 1500
Fluxo do gas do plasma, L.min™ 14
Fluxo do gas auxiliar, L.min™ 1,0
Fluxo do gas de nebulizacdo, L.min™ 0,70
Spray da camara Duplo passo, tipo Scott
Nebulizador Cross flow
Vista de observacao do plasma Axial
Comprimento de onda, nm 189,042
ICP-MS
Poténcia RF, W 1400
Fluxo do gés do plasma, L.min™ 15
Fluxo do gas auxiliar, L.min™ 1,2
Fluxo do gés de nebulizacdo, L.min™ 1,10
Amostrador e cone skimmer Pt
m/z monitorada 75
Tempo de espera, ms 500
Especiacdo de As por LC-ICP-MS
pH da fase movel 6,0
Concentracdo da fase mével, mmol.L ™ 20
Volume de amostra, pL 200
Fluxo da fase mével, mL.min™ 1,15
Fase mdvel (NH4)2HPO,
Programa do LC 0-5 min: 30%
5-7 min: 70%

7-11 min; 70%
11-12 min: 80%
12-15 min; 80%

*Analises realizadas na Universiade Federal de Santa Maria
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4.2.6. Demais equipamentos

Foram utilizados também: um forno de micro-ondas Multiwave 3000 (Anton Paar,
Graz, Austria), usado para a digestdo das amostras de samambaia e extracdo das espécies de
As; uma centrifuga modelo 3k30 (Sigma, Osterode am Harz, Alemanha), usada para a
centrifugacdo dos extratos; e uma balanca analitica Shimadzu, modelo AX 200 (S&o Paulo,
Brasil).

4.3. Amostras - Samambaias

Para a primeira parte do trabalho, samambaias da espécie Pteris vittata foram
coletadas em areas supostamente ndo contaminadas com arsénio, em Belo Horizonte. Essas
foram lavadas com &gua corrente e posteriormente com agua Milli-Q, para remocéo de poeira.
Para a contaminacdo das samambaias, essas foram colocadas em cerca de 100 mL de solucéo
contendo aproximadamente 200 mg L™ de cada uma das seguintes espécies de As: As (ll1),
As (V), DMA (V) e MMA (V). Foi realizada também a contaminacdo da samambaia com as
quatro espécies simultaneamente, sendo a concentracéo de cada espécie de 50 mg L™*. Uma
amostra controle, obtida apds contato das samambaias somente com agua deionizada também
foi realizada. As plantas ficaram em contato com as solucfes de As por cerca de 24 horas.

Num segundo momento, samambaias das espécies Pteris vittata e Pityrogramma
calomelanos foram coletas em Honorio Bicalho e Mariana, Minas Gerais, regides conhecidas
por seus elevados teores de As em solos e plantas, para que os experimentos fossem
realizados com plantas contaminadas naturalmente com As e assim verificar a aplicabilidade

da técnica.

4.4. Analise de especiacdo de As por ESI-MS/MS

Para verificar o perfil de fragmentacdo de cada espécie de As, solugdes padréo de tais
espécies foram analisadas no espectrémetro de massas com fonte ESI-MS. Para isso, utilizou-
se um espectrometro de massas modelo LCQFleet (ThermoElectron, San Jose, CA), equipado
com um software de controle e tratamento dos dados (Xcalibur). Os padrdes das quatro

diferentes espécies de As foram testados em dois diferentes meios, dgua e metanol:adgua (1:1),
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na concentracdo de 1 mg L™. Para essas analises foram feitas infusdes diretas dos compostos
de As, na fonte de ionizagdo, por meio de uma microseringa (Hamilton, 500 pL), num fluxo
de 10 pL min™. A temperatura do capilar foi de 275°C e o fluxo do gés secante (nitrogénio)
foi de 10 L min™. Fez-se inicialmente uma varredura total de fons (full scan) medindo-se fons
de m/z de 50 a 300, sendo avaliados os modos de ionizagao, positivo e negativo. Os resultados
foram gerados obtendo-se 30 varreduras (scans). Durante a analise foram selecionados os ions
[M+H]" ou [M-H] de interesse e, em seguida, estes foram fragmentados por dissociagio
induzida por colisdo (CID) e os ions resultantes (ions filho) analisados com o objetivo de se
confirmar a identidade dos analitos. A voltagem da colisdo variou de 13 a 18 (unidade do
fabricante), dependendo do ion precursor analisado.

4.5. Andlise de especiacdo de As por DESI-MS

Para verificar a possibilidade da analise de especiacdo de As utilizando a fonte DESI,
foram analisados quatro padrdes de diferentes espécies de As com concentracéo de 5 mg L™.
Para tal, fixou-se um papel de filtro (aproximadamente 1 cmz2), por meio de fita dupla face em
laminas de vidro, e depositou-se de 10 a 50 pL de solucdo de As. Posteriormente, realizou-se
a analise, obtendo-se como resultado 30 varreduras (scans). Foi feito também a anélise do
papel filtro sem a presenca de compostos de As. Durante a analise, fez-se uma varredura total
de ions (full scan), medindo ions de m/z de 50 a 300, sendo avaliados ambos os modos,
positivo e negativo. Os fons [M+H]" ou [M-H] foram selecionados, de acordo com os
resultados obtidos na analise ESI-MS, os quais foram fragmentados , na mesma condicao
avaliada anteriormente por ESI-MS.

Para a otimizagdo dos pardmetros da técnica DESI-MS utilizou-se solucéo padréo de
DMA na concentracéo de 5 mg L™ depositada em papel filtro afixado em uma placa de vidro
por meio de uma fita dupla-face. A placa de vidro foi colocada na posicdo de andlise, ou seja,
préximo a entrada do espectrébmetro de massas e em frente a ponta do nebulizador. A seguir,
foi observada a intensidade do sinal dos ions de interesse no espectrometro de massas, medida
dada pela grandeza NL, em funcdo da variagdo dos parametros individuais. A escolha da
condigdo analitica foi feita em funcéo do maior valor de NL obtido.

Os parametros e condicGes avaliados foram:

- Voltagem do capilar (kV): 0; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5
- Temperatura do capilar (°C): 100, 150, 200, 250, 275
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- Fluxo do solvente — metanol:agua (UL min™): 1, 3, 5, 7, 10, 12, 15, 17

Outros parametros tais como angulo do nebulizador com a amostra, distancia entre o
nebulizador e a amostra e a distancia entre a amostra e a entrada do espectrometro de massas
foram otimizados a cada analise até que se obtivesse o sinal do analito de interesse com uma
intensidade significante. Mas, de maneira geral, o angulo do nebulizador com a amostra ficou
em torno de 30°, a distancia entre a amostra e 0 nebulizador em torno de 5 mm e a placa de
vidro a 3 mm da entrada do espectrdmetro de massas.

Da mesma forma que para otimizacao dos parametros voltagem, temperatura e fluxo,
foi também avaliado qual seria o melhor solvente utilizado na ionizagdo. Os solventes
testados foram: acetonitrila:dgua (1:1), &cido férmico (1%, v/v), hidréxido de aménio (1 mol
L"), metanol: agua (1:1), acetonitrila:acido férmico (1:1) e formiato de aménio (10 mmol L’
1). O experimento foi conduzido pela obtenc&o do espectro de massas nos modos fon positivo
e/ou fon negativo da solucio padrdo de cada espécie de As (5 mg L™) depositada diretamente
e separadamente em um papel filtro, enquanto media-se a intensidade absoluta dos ions das

quatro espécies de As.

4.6. Analise de especiacdo de As por DESI-MS em samambaias contaminadas

artificialmente com As

Para avaliar o desempenho do método, folhas de samambaias contaminadas com As
(conforme descrito no item 4.3) foram analisadas. Para isso, ap6s contato com a solucdo
contendo as espécies de As por 24 horas, as partes das plantas que nao ficaram em contato
direto com a solucdo de As, foram lavadas em agua corrente e posteriormente com agua Milli-
Q e algumas folhas, tomadas aleatoriamente, foram maceradas, in natura, em gral e pistilo.

A “pasta” obtida de cada samambaia (contaminada com cada espécie de As
separadamente e o branco da planta) foi diretamente fixada, por meio de uma fita dupla face
(area aproximadamente de 1 cm2), em laminas de vidro. Posteriormente, as espécies de As
foram determinadas por DESI-MS/MS utilizando-se os pardmetros otimizados no item acima
e obtendo-se 30 scans. Para confirmar a deteccéo de cada ion das diferentes espécies de As na
amostra de samambaia, o espectro de fragmentacdo foi comparado com o espectro de

fragmentacéo da solucédo padrao.
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4.7. Analise de especiagdo de As por LC-ICP-MS em samambaias

contaminadas artificialmente

Para confirmagcdo dos resultados obtidos por DESI-MS, as mesmas amostras
contaminadas artificialmente foram analisadas por método ja estabelecido para a especiagédo

de As em plantas, empregando a técnica LC-ICP-MS.

4.7.1. Procedimento de extracao

Para proceder com a extracdo das espécies de As das plantas contaminadas
artificialmente com este elemento, secou-se as amostras a 40°C por 3 dias, até peso constante,
sendo as mesmas, posteriormente, maceradas em gral e pistilo e peneiradas em malha de 590
pm.

Para extrair as espécies de As, aproximadamente 200 mg das amostras foram pesadas
e transferidas para os frascos do forno de micro-ondas, onde adicionou-se 6,0 mL de HNO;
0,042 mol L™. O programa de aquecimento do forno de micro-ondas empregado para a
extracao consistiu das seguintes etapas: i) 1000 W por 5 minutos (rampa de 20 minutos) e ii)
0 W por 20 minutos (resfriamento). A temperatura méxima foi fixada em 210° C. Depois do
resfriamento, os extratos foram diluidos com &gua para 30,0 mL em um tubo de polipropileno
e centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi filtrado através de um filtro de
membrana de seringa de 0,45 pum (Chromafil PTFE, Macherey-Nagel, Diren, Alemanha) e,
depois de apropriada diluicdo, injetado no sistema LC-ICP-MS (Moreira et al., 2011).

4.7.2. Quantificacdo das espécies de As

Foi usado um LC-ICP-MS para a analise de especiagdo de As nos extratos das
amostras de samambaias contaminadas com esse elemento. A quantificagdo da concentragéo
dos compostos de As nas amostras foi baseada na curva de calibracdo construida com solucéo
padrdo das multi-espécies feita depois de apropriada diluicdo das solucdes estoques das
espécies individuais. A concentracéo da curva de calibracéo variou de 0,25 a 10 pg L™ de As.
As condic¢des instrumentais adotadas para a determinacao de As estdo listadas na Tabela 2. Os

picos cromatograficos de As foram processados usando a area integrada.
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4.8. Determinagdo do teor total de As em samambaias contaminadas

artificialmente

Para a determinacdo do teor total de As, aproximadamente 0,08 g das amostras foram
pesadas e transferidas para os frascos de forno de micro-ondas, onde adicionou-se 6,0 mL de
HNO;3; concentrado. A digestdo das amostras foi realizada em forno de micro-ondas
empregando o seguinte programa de aquecimento: i) 1000 W por 5 minutos (rampa de 20
minutos) e ii) 0 W por 20 minutos (resfriamento). A temperatura maxima foi fixada em 210°
C. Depois do resfriamento, os extratos foram diluidos com agua para 30,0 mL em um tubo de
polipropileno.

Para a determinacdo de As nas amostras digeridas, foi utilizado um ICP OES. A curva
de calibragdo variando de 10 a 300 pg L™ de As em HNO; 5% (v/v) foi obtida por diluicdes
da solucdo estoque (10 mg L™ of As) preparada a partir da solucdo de SCP33MS (SCP
Science, Canadd). As condicBGes instrumentais usadas para a determinacdo de As sdo

mostradas na Tabela 4.

4.9. Analise de especiacdo de As por DESI-MSI

Para verificar o espectro de massas tipico de cada espécie de As, inicialmente foram
analisadas solucGes padrdo das quatro espécies desse elemento com concentragdo de 10 mg L
! e preparadas em metanol. Para tal, fixou-se um papel filtro de PTFE na lamina de vidro
utilizada na plataforma DESI e depositou-se uma pequena quantidade de solucdo de As.
Esperou-se a gota secar e realizou-se a analise somente por DESI-MS. Durante a analise fez-
se, inicialmente, uma varredura total de ions, medindo-se ions de m/z de 50 a 250, sendo
utilizados os modos positivo e negativo.

Apols esses testes preliminares, foi feita a impressdo da folha de samambaia
contaminada artificialmente e naturalmente com As. Para isso, tomou-se, aleatoriamente, uma
folha da samambaia, cortou-a a0 meio para que ela coubesse no papel filtro de PTFE
(Allcrom, 0,45 pum de espessura e 47 mm de didametro). Com o auxilio de uma prensa de
fabricacdo caseira, o conjunto folha mais papel de filtro foi pressionado por cerca de 15
minutos (Figura 6). Posteriormente, a amostra foi analisada por DESI-MSI utilizando os

pardmetros mencionados no item acima e os espectros de massas foram obtidos no modo de
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varredura completa, medindo-se ions de m/z de 50 a 250, tanto no modo positivo quanto no
modo negativo. Para confirmar a deteccdo de cada espécie de As na amostra de samambaia,

foi calculado o erro estimado da massa para cada ion analisado.

H.'anm}rxp!‘m"!l..-‘),l"

Figura 6. A) Imagem Optica da folha de samambaia preparada para a impressdo no papel de

filtro; B) Prensa utilizada no procedimento de impressao.

4.10. Analise de especiagdo de As por PS-MS em samambaia contaminada

naturalmente

As amostras de samambaia contaminadas naturalmente com As foram preparadas
tomando-se aleatoriamente algumas folhas frescas da planta, as quais foram maceradas, em
gral e pistilo, com uma pequena quantidade de metanol (relagdo de 0,12 g mL™). Separou-se o
extrato obtido do residuo da planta e logo em seguida realizou-se a analise de especiacdo no
PS-MS.

Para a analise no PS-MS, adicionou-se cerca de 40 pL do extrato da samambaia no
papel filtro cromatografico (grau I, Whatman Internacional Ltd, Maidstone, England) cortado
em triangulo (10 mm de altura e 5 mm de largura da base) e posicionado a 5 mm da entrada
do espectrometro de massas. Para isso, utilizou-se um clipe de cobre fixado a uma plataforma
com movimento no plano x, y e z. Em seguida aplicou-se um potencial de 4,0 kV na base do
papel por meio de um conector (tipo jacare) de metal. Para evitar efeitos de memoria, um
novo triangulo de papel foi usado para cada analise no PS-MS. Em seguida, foi feita a analise
no modo de varredura completa medindo-se ions de m/z de 100 a 250. Para o experimento
MS/MS, selecionou-se a razdo m/z de um dado ion pai e colidiu-o com hélio dentro do trap. A

energia de colisdo foi ajustada para produzir ions filho com intensidades mensuraveis. Para
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confirmar a deteccdo de cada ion das diferentes espécies de As na amostra de samambaia, 0
espectro de fragmentacdo foi comparado com o espectro de fragmentacdo da solucdo padréo
(10 mg L™ de cada espécie de As preparadas em metanol). Foi feita a analise do branco do

papel filtro e o branco do papel filtro com metanol.

4.11. Figuras de mérito

As figuras de mérito para a técnica de PS-MS foram avaliadas de acordo com a
precisao, limite de deteccéo e curva de calibracéo.

4.11.1. Precisao

Para a analise no PS-MS, adicionou-se 50 pL de solugdo padrdo de cada espécie de
As, separadamente, na concentracdo de 10 mg L™. Para cada espécie de As foram feitas 7
repeticdes e avaliou-se dois ions de cada, [M+H]" e [M+Hs0]". Foi utilizado o modo positivo
do espectrometro de massas, fazendo varredura total de ions e medindo-se ions de m/z de 100
a 200. Os resultados foram gerados obtendo-se 30 varreduras (scans) e utilizando como
resultado a intensidade média. Para evitar efeito de memoria, o papel triangular foi trocado

em cada repeticdo e, entre uma replicata e outra, foi feita a analise de um branco.

4.11.2. Limite de deteccdo do método

Para a analise no PS-MS, adicionou-se 50 pL de solucdo padrdo de cada espécie de
As, separadamente. As concentracdes foram variaveis e decrescentes até que ndo se
conseguisse mais diferenciar os espectros obtidos para o branco dos espectros obtidos para a
solucdo padrdo. Foi utilizado o0 modo positivo do espectrdmetro de massas, fazendo varredura
total de ions e medindo-se ions de m/z de 100 a 200. Os resultados foram gerados obtendo-se

30 varreduras (scans) e utilizando como resultado a intensidade media.

4.11.3. Curva de calibracao
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Um experimento semi-quantitativo foi conduzido para as analises no PS-MS para as
espécies inorganicas de As, As (I11) e As (V), utilizando-se 0 método de padrdo interno. A
concentragdo da curva de calibragdo variou de 5 a 40 mg L™ de As (I11) e As (V) e utilizou-se
como padrdo interno a espécie organica de As, DMA, na concentracdo de 10 mg L™ Esse
composto foi escolhido, uma vez que sua presenca ndo foi detectada nas amostras de
samambaia naturalmente contaminadas. Para isso, adicionou-se 50 pL de cada concentragéo
da solucdo das espécies de As, separadamente, com o padrédo interno no papel triangular. Foi
utilizado o modo positivo do espectrometro de massas, fazendo varredura total de ions e
medindo-se ions de m/z de 100 a 200. Os resultados foram gerados obtendo-se 30 varreduras
(scans) e utilizando como resultado a intensidade média. Os pontos da curva de calibracdo
foram obtidos usando a relacdo entre a intensidade média do sinal do analito (As (V) — ion de
m/z 161 e As (I11) — ion de m/z 127) pela intensidade média do sinal do padrdo interno (DMA
— fon de m/z 139). Cada ponto da curva de calibracdo corresponde a média de trés replicatas.
Para evitar efeito de memadria, o papel triangular foi trocado em cada repeticéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Especiacao de arsénio por ESI-MS/MS

Para verificar o perfil de fragmentacdo de cada ion das diferentes espécies de As,
solucdes padrdo de tais espéecies foram analisadas no ESI-MS/MS. Para isso, foram feitas
introducdes diretas, das solugdes dos compostos de As (1 mg L™), no espectrdmetro de
massas. Foram avaliados ambos os modos de ionizagdo, ion positivo e ion negativo. Os
padrdes de As foram testados em dois diferentes meios, d&gua e metanol:agua (1:1), a fim de
verificar se 0 meio influenciaria na ionizacdo dos compostos. Nao foi observada grande
diferenga na ionizagdo dos compostos de As, quando se utilizou a mistura metanol:agua ao
invés da &gua, visto que a abundancia de ions ndo apresentou diferencas significativas de um
para outro (0s espectros sdo apresentados nos ANEXOS A e B).

Todos os ions analisados por ESI-MS, a excecao do As (I11) de m/z 107, apresentaram
perfil caracteristico de fragmentacdo, com a perda de uma molécula de H,O, conforme
esperado para cada molécula de As, mostrando que essa técnica se aplica bem para anélise de
especiacdo de As. A falta de fragmento para o ion de m/z 107, talvez se explique pelo fato da
molécula estar na forma mais reduzida, sendo dificil a perda de um oxigénio para que haja
fragmento. Dessa forma, para o estudo da especiacdo utilizando DESI-MS, os espectros foram
baseados nos resultados de ESI-MS/MS. A Tabela 3 resume o0s principais ions e seus

respectivos fragmentos analisados.

5.2. Otimizagdo dos parametros DESI-MS

5.2.1. Fluxo do solvente, temperatura do capilar e voltagem do capilar

Para melhorar a eficiéncia de ionizacdo dos compostos de As, foi necessario a
otimizacdo de alguns parametros do DESI-MS, tais como fluxo do solvente, temperatura do
capilar e voltagem do capilar. Os experimentos foram realizados alterando univariadamente
cada parametro e obtendo-se o espectro de massas no modo positivo da solucdo padrdo de
DMA (5 mg L™) depositada diretamente em um papel de filtro, o qual foi fixado em uma

superficie de vidro por meio de uma fita dupla face (cerca de 1 cm? de area), enquanto media-
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se a intensidade absoluta do fon de m/z 139, [M+H]" (resposta). A escolha do DMA como
composto modelo para etapa de otimizagdo foi baseada no trabalho de Lin et al. (2010).
Foram feitas 30 varreduras (scans) para cada analise. Deve-se destacar que, pelo fato de ser
uma fonte de fabricacdo caseira, os parametros angulo do nebulizador com a amostra e
distancias entre o nebulizador e a amostra e entre a amostra e a entrada do espectrémetro de

massas, ndo foram facilmente controlados.

Tabela 3. Espécies de As analisadas por ESI-MS/MS e seus respectivos ions - m/z

o ] Massa Massa I
Espécie de Formula ] lon filho L
exata do ion | observada - Atribuicao
As molecular —-m/z
(Da) m/z (modo)
140,91635 141 (-) 123 [M-H]T
As (V) H3AsO, 142,93201 143 (+) 125 [M+H]"
160,94257 161 (+) 143 [M+H50]"
106,91197 107 () - [M-H30]
124,92254 125 (-) 107 [M-H]
As (I11) H3AsO; .
126,93709 127 (+) 109 [M+H]
144,94766 145 (+) 127 [M+H50]"
138,97348 139 (+) 121 [M+H]*
DMA (CH3),AsO(OH) .
156,98404 157 (+) 139 [M+H30]
138,93819 139 (-) 121 [M-H]
MMA CH3AsO(OH), | 140,95274 141 (+) 123 [M+H]"
158,96331 159 (+) 141 [M+H50]"

Os resultados obtidos na otimizagdo séo apresentados na Figura 7. A Figura 7A
apresenta o comportamento do sinal do DMA (intensidade relativa) em fungédo da voltagem.
Em baixas voltagens, o grau de protonacdo do DMA é minimo e uma alta propor¢édo de DMA
permanece neutro. Quando a voltagem é aumentada, 0 DMA comeca a se ionizar e 0 ion
caracteristico € formado (Francesconi, 2002). Com isso, a voltagem que gerou maior
abundancia de ions foi de 3,0 kV (Figura 7A). Contudo, durante a manipulagdo da amostra na
analise, observou-se que essa ndo seria a melhor voltagem visto que ao utiliza-la, essa

provocava uma espécie de “descarga elétrica” na amostra, aumentando muito o valor da
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corrente elétrica do equipamento, ndo sendo uma condicdo ideal para analise. Dessa forma,

optou-se por utilizar a voltagem de 2,5 kV.

A) Voltagem
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——> 1 . . . . |
0% o5 1 15 2 25 3 35 4
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o
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C) Fluxo do solvente
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Figura 7. Resultados da otimizacdo dos parametros A) voltagem do capilar; B) temperatura do

capilar e C) fluxo do solvente

Alguns trabalhos da literatura, que tém feito a otimizacdo dos pardmetros de DESI-
MS, tém encontrado 4 kV como a voltagem ideal do capilar (Takats et al., 2005; Talaty et al.,

2005; Lin et al, 2010). Quando nao se aplica voltagem, a corrente de ions é
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consideravelmente menor e, assim, ndo € adequado para a ionizagdo do DMA. Esse modo de
operacdo — sem aplicacdo de voltagem — pode encontrar aplicagdes em areas onde o uso de
alta voltagem é inapropriado, por exemplo, em aplicacGes in vivo (Takats et al., 2005).

A temperatura do capilar possui uma funcdo importante no processo de ionizagéo,
auxiliando na dessolvatacdo. Esse parametro mostrou efeito bastante pronunciado na
intensidade do sinal do DMA. A intensidade mé&xima foi observada para a temperatura do
capilar a 250°C, ja que antes ha um aumento progressivo no niamero total de ions com o
aumento da temperatura e, ap6s o sinal comeca a diminuir (Figura 7B). Esse resultado é
consistente com dados reportados anteriormente (Takéats et al., 2005). Em trabalho com
especiacdo de As, Lin e colaboradores (2010) obtiveram maior intensidade do sinal em
200°C; contudo, a temperatura do capilar de 225°C também resultou em boa intensidade. No
trabalho de Talaty et al. (2005), foi observado a temperatura ideal de 275°C.

O fluxo do solvente possui efeito significativo sobre a distribui¢do do tamanho e sobre
a carga transportada pelas goticulas. Em baixos fluxos do solvente, o tamanho da goticula
pode ser demasiadamente pequeno, o que impede uma ionizacdo/ desorcdo eficiente dos
analitos depositados na superficie. Elevados fluxos de solvente resultam na formacdo de
goticulas maiores, 0 que pode causar dessolvatacdo ineficiente e, em alguns casos, a
acumulacdo de liquido sobre a superficie (Takats et al., 2005). Foi observado que o aumento
do fluxo leva a um aumento da abundéncia de fons. Embora o fluxo de 17 pL min™ tenha
resultado em um maior sinal analitico, essa condi¢cdo ndo foi ideal devido a grande quantidade
de liquido lancado sobre o papel de filtro, o qual ficou muito molhado ap6s a anéalise. Desse
modo, optou-se por utilizar o fluxo de 12 pL min™?, onde obteve-se uma diferenca
significativa na intensidade do sinal, se comparado aos fluxos inferiores (Figura 7C), sem o
problema de molhar muito o papel. Outros trabalhos tém sugerido fluxo do solvente inferiores
ao observado neste trabalho, em torno de 3 pL min™ (Takats, 2005; Talaty et al., 2005; Lin et
al., 2010), demonstrando que esse fator deve ser avaliado em cada situacao.

5.2.2. Solvente de ionizacao

Para obter espectros de massas de alta qualidade, deve-se levar em consideracdo a
natureza do solvente, j& que a intensidade do sinal depende fortemente da solubilidade do
analito no spray do solvente (Lebedev, 2015). Desse modo, para verificar se o solvente

utilizado como spray na ionizagdo influenciaria na formacédo dos ions de As, foi feito um
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estudo para a avaliacdo de diferentes solventes sobre cada ion de As. O experimento foi
conduzido pela obtencdo do espectro de massas nos modos ion positivo e/ou ion negativo da
solucdo padrdo de cada composto de As (5 mg L™) depositada diretamente e separadamente
em um papel filtro, o qual foi fixado, como descrito anteriormente, enquanto media-se a
intensidade absoluta dos ions: As (l11), m/z 107 e 125, As (V), m/z 141, DMA, m/z 139 e 157,
MMA, m/z 139, 141, 159. Os solventes avaliados foram: acetonitrila:agua (1:1), acido
formico (1% v/v), hidroxido de aménio (1 mol L™), metanol: agua (1:1), acetonitrila:acido
formico (1:1) e formiato de aménio (10 mmol L™) (Figura 8).

A utilizacdo da acetonitrila:dgua como solvente de ionizagao apresentou espectros com
intensidades muito baixas para todas as espécies de As (abaixo de 50). Portanto, esse solvente
ndo se mostrou adequado para 0 uso em analises de especiacdo de As utilizando DESI-MS.
Quando foi acrescentado acido férmico junto com acetonitrila, houve uma melhora nas
intensidades dos fons, as quais, no entanto, continuaram baixas (NL < 10%). O uso do &cido
férmico como solvente de ionizacdo, também ndo proporcionou intensidades elevadas para as
espécies de As. Contudo, pode-se observar que seu uso fez com que espécies carregadas
positivamente (DMA: m/z 139, DMA: m/z 157, MMA: m/z 141 e MMA: m/z 159)
apresentassem intensidades mais elevadas do que as espécies carregadas negativamente. 1sso
porque, na presenca de um solvente prético, em pH baixo, ocorre um aumento na intensidade
do sinal das espécies de As protonadas em ESI positivo (Lopes et al., 2001). Analisando-se
esses trés solventes, observa-se que nenhum deles é adequado para o uso em andlise de
especiacdo de As por DESI-MS, visto que as intensidades apresentadas foram muito baixas.

Para os demais solventes, as intensidades dos espectros mostraram-se mais elevadas
do que para os trés primeiros solventes mencionados. Desse modo, o0 uso de formiato de
amonio, hidroxido de aménio e metanol:dgua mostrou-se mais indicado para estudos de
especiacdo de As utilizando DESI-MS. Ao contrério do uso do &cido formico — onde as
especies carregadas positivamente apresentaram maior intensidade do que aquelas carregadas
negativamente — para o hidroxido de aménio era esperado que as espécies carregadas
negativamente apresentassem maior intensidade do que as carregadas positivamente, ja que o
aumento do pH favorece as reacfes de desprotonacdo em moléculas de carater mais &cido.
Contudo, isso ndo foi observado para as espécies carregadas negativamente (As (V) m/z 141,
As (1) m/z, 107, MMA m/z 139). Para o As (l11), m/z 125, apresentou uma intensidade cerca

de dez vezes maior que os demais.
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Figura 8. Abundancia de ions para as diferentes especies de As obtidas por DESI-MS/MS utilizando como solvente de ionizacao:

acetonitrila:dgua, acetonitrila:acido férmico, acido férmico, formiato de aménio, hidréxido de aménio e metanol:agua. Os simbolos (-) e (+)

representam, respectivamente, modo negativo e modo positivo.
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O solvente mais adequado para uma determinada analise pode variar dependendo do
analito a ser estudado. Para a determinacéo de alcaldides em tecidos de plantas por DESI-MS,
por exemplo, 0 uso de metanol:dgua aumentou a intensidade do sinal; contudo, o uso de
hidroxido de aménio 1 mol L™ aumentou ainda mais (Talaty et al., 2005). Neste trabalho,
tomando-se os trés solventes com as melhores intensidades e analisando-os de forma geral,
para todos os ions das espécies de As, pode-se concluir que o solvente de ionizagdo mais
adequado foi metanol:dgua. Isso porque a mistura metanol:agua, mesmo ndo apresentando
intensidade excelente para todos os ions (o que também nédo foi observado para o0s outros
solventes), proporcionou alguma ionizacdo para todas as espécies de As e com isso fez com
que suas intensidades, mesmo baixas para alguns ions, pudessem ser consideradas
significantes. Misturas com metanol levam ao aumento da intensidade do sinal de ions de
baixa massa molecular (Libedev, 2015). Além disso, 0 uso de metanol:agua como solvente de
ionizacdo é amplamente utilizado em estudos com espectrometria de massas (Floréncio et al.,
1997; Moraes; Lago, 2003; Lebedev, 2015) e, principalmente, em estudos com DESI-MS
(Takats et al., 2005; Jackson et al., 2009; Lin et al., 2010; Dill et al., 2011 A; Sokol et al.,
2011). Isto por ser um solvente razoavelmente volatil, de facil obtencdo e preparo, além de
permitir que o gas de secagem remova-o das goticulas carregadas formadas durante o
processo ESI, favorecendo a conducdo necessaria para 0 processo de ionizagdo (Huang et al.,
2008).

5.3. Especiacao de arsénio utilizando DESI-MS/MS

5.3.1. Analise dos padrdes de arsénio

S&o poucos os trabalhos disponiveis na literatura sobre especiacdo de As utilizando a
espectrometria de massas sem acoplamento com outra técnica. Desses poucos, sdo utilizadas
as técnicas ESI-MS (Floréncio et al., 1997; Yuan et al., 2008) e DESI-MS (Lin et al., 2010).
Para aumentar a relacao sinal ruido (S/N), nesses trabalhos foram utilizados espectrémetros de
massas sequencial (MS/MS ou MS?). Dessa forma, os espectros de algumas espécies de
arsénio, obtidos no presente trabalho por DESI-MS/MS, corroboram com os resultados dos
trabalhos disponiveis na literatura. Outros espectros, que ndo constavam nos trabalhos, foram

baseados nos resultados obtidos por ESI-MS (ANEXO A e B), sendo que, sempre que
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possivel, foram analisados os fragmentos (MS/MS) resultantes da CID dos ions [M+H]" e/ou
[M-H].

ApOs ter caracterizado o comportamento MS/MS das espécies de As obtidas por ESI-
MS, verificou-se a aplicabilidade do método DESI-MS para estudos de especiacdo de As e se
0s espectros obtidos seriam similares aos obtidos por ESI-MS/MS. Para isso, foram feitas
andlises dos quatro compostos de As (As (V), As (111), DMA e MMA) depositados em papel
de filtro. Foi feito também a analise do branco do papel de filtro para os ions das quatro
espécies de As em estudo (ANEXO C).

Para andlise das espécies inorganicas de arsénio, As (I111) e As (V), segundo Floréncio
et al. (1997), o uso do modo positivo no espectrdmetro de massas ndo parece ser adequado
para a identificacdo dessas espécies, pois elas sdo prejudicadas pela presenca de muito picos
de origem desconhecida. Analisando-se 0s espectros obtidos no modo positivo por meio de
ESI-MS (ANEXO A), para os ions dessas especies observa-se alguns sinais de origem
desconhecida; contudo, esses sinais possuem uma intensidade bem inferior aos ions de
interesse. Esse fato também foi observado para as espécies organicas, DMA e MMA.
Portanto, na tentativa de se obter a caracterizacdo desses compostos, o0 experimento foi
conduzido utilizando-se os modos ion positivo e ion negativo do espectrometro de massas.

O espectro MS/MS do As (I11), no modo negativo, é caracterizado pelo ion de m/z 107,
[As(O),]” (Figura 9 A) e pelo ion de m/z 125, [As(OH),O]  (Figura 9B). Contudo, era
esperado que esse Ultimo ion gerasse o fragmento de m/z 107 [As(O).]" (Floréncio et al.,
1997), mas isso ndo foi observado. Outros espectros de massas que podem caracterizar o As
(111), no modo positivo, é a deteccdo exclusiva dos cations de m/z 127 (Figura 9C), [H3AsO3 +
H]", que corresponde & molécula de As (l11) protonada, e de m/z 145 (Figura 9D), [H3AsOs +
H,O +H]", que corresponde ao aduto com agua do As (I11). Tais ions, de m/z 127 e m/z 145,
possuem como fragmentos os ions de m/z 109 e m/z 127, respectivamente, 0s quais
correspondem a perda de uma molecula de H,O.

No modo negativo, o0 composto As (V) foi distinguido pela formacao do anion de m/z
141 ([H2As04]), o qual prontamente dissocia-se pela liberacdo de uma molécula de H,O (m/z
123) (Figura 10A). Esse resultado é consistente com dados reportados anteriormente na
literatura (Lin et al., 2010; Floréncio et al., 1997). No modo positivo, o composto As (V), foi
detectado como cétion [HzAsO, + H]", de m/z 143, e como [H3AsO4 + H,0 + H]", de m/z 161
(Figura 10 B e C). Tais ions, de m/z 143 e m/z 161, dissociam, principalmente, pela perda de
uma molécula de H,O para produzir ions de m/z 125 e m/z 143, respectivamente.
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Figura 9. DESI(-)MS/MS para o ion As (lI1) de A) m/z 107; B) m/z 125; e DESI(+)MS/MS
para o ion As (111) de C) m/z 127; D) m/z 145. Todos os espectros de massas foram gerados a
partir de solucdo padréo de NaAsO, (5 mg.L™) depositada em papel filtro.
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Figura 10. DESI(-)MS/MS para o ion As (V) de: A) m/z 141; e DESI(+)MS/MS para o0 ion
As(V) de: B) m/z 143 e C) m/z 161. Todos os espectros de massas foram gerados a partir de

solucdo padrdo de KH»AsO, (5 mg.L™) depositada em papel filtro.

No modo positivo, o composto DMA foi detectado na sua forma protonada
[(CH3),AsO(OH) + H]", de m/z 139, o qual dissocia-se, principalmente, pela perda de uma
molecula de H,O para produzir um ion de m/z 121 (Figura 11A), sendo essa uma
fragmentacéo tipica do DMA protonado (Lin et al., 2010). O DMA também foi detectado com
a formacdo do aduto com a H,0, [(CH3)AsO(OH) + H,O + H]" de m/z 157, o qual dissocia
via perda de uma (m/z 139) ou duas (m/z 121) moléculas de H,O (Figura 11B). Esses
resultados sdo consistentes com dados anteriormente reportados na literatura (Lin et al., 2010;
Floréncio et al., 1997).
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Figura 11. DESI(+)MS/MS para o ion DMA de: A) m/z 139 e B) m/z 157. Todos 0s espectros
foram gerados a partir de solucéo padréo de (CH3),As(O)OH (5mg.L™) depositada em papel
filtro.

Assim como o DMA e as espécies inorganicas de As, o espectro de massas do &cido
monometilarsnico é caracterizado pela espécie protonada, m/z 141, [CH3AsO(OH), + H]"
(Figura 12A), e pelo seu aduto com a agua, m/z 159, [CH3AsO(OH), + H,O + H]" (Figura
12B). Na fragmentacdo, ambos ions caracterizam-se, principalmente, pela perda de uma
molécula de H,O, m/z 123 e m/z 141, respectivamente. No modo negativo, foi verificada a
formacdo dos ions de m/z 139, [CH3As(OH)O,] (Figura 12C), o qual fragmenta-se via perda
de uma molécula de H,O, m/z 121, e pela perda de uma molécula de CH,O, m/z 109.

A maioria dos espectros obtidos por meio de DESI-MS/MS (Figura 9 a Figura 12)
para as quatro espécies de As estudadas foram similares aos espectros observados na anélise
por ESI-MS/MS (ANEXO A). A anélise do branco em papel de filtro mostrou que esse nao
influenciou nos resultados obtidos para as quatro espécies de As visto que, para 0s ions
analisados, quando os valores de m/z dos compostos de As eram isolado e fragmentado, o
fragmento caracteristico de cada ion n&o foi obtido e, dessa forma, ndo se caracteriza a
presenca de As (ANEXO C).



Relative Abundance

100

20

8

3

3

3

8

5]

NL: 1,16E1

12332

-H,0

45

Relative Abundance

«] NL:2,35E1

.....
1594

(‘)k

|
OH

+
HCAs=0 +H,0 +>i

:

B)

T
80

T
100

T
120

TTT
140

T T
160

T
180
miz

NL: 2,03

T
200

10962

L e
200

T
220

45

704 .
OH
|
60] Il
12038 HiC »‘is 0
Nl 0

-CHp

Relative Abundance
o
3

109 C)

I
60 80 100 120 140

L s e e L
160 180 200 220
mz

Figura 12. DESI(+)MS/MS para ions derivados de MMA: A) m/z 141; B) m/z 159. C) DESI(-
)MS/MS para o ion de m/z 139 (MMA em sua forma desprotonada). Todos os espectros foram
gerados a partir de solucdo padrdo de CH3AsOs.2Na.6H,O (5mg.L™) depositada em papel
filtro.

5.3.2.

artificialmente

Especiagdo de As em folhas de samambaia contaminadas

Apos caracterizagdo do comportamento DESI-MS/MS dos compostos de As,
utilizando solugdes padrdo desse elemento, procedeu-se com a andlise da performance do
método utilizando-se folhas de samambaia contaminadas separadamente com as espécies As
(111), As (V), DMA e MMA.

Para analise no DESI-MS, cada folha de samambaia (macerada) contaminada com as
diferentes espécies de As, foi fixada em uma lamina de vidro por meio de uma fita dupla face
e analisada nos modos ion positivo e ion negativo, de acordo com o0 espectro de massas obtido

por meio dos padrdes de As para cada espécie. Foi feito também a analise da planta ndo
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enriquecida com As (branco da samambaia). Tanto a andlise da planta enriquecida com As
quanto a anélise do branco da planta foram feitas gerando-se 30 scans para cada ion de As e,
apresentando como resultado, aquele de maior intensidade.

Na Figura 13 o espectro DESI-MS obtido para folhas de samambaia nédo enriquecidas
com As mostra ions diagndsticos (indicados com seta) do As(l11) (m/z 127 e 145), As(V) (m/z
143), DMA (m/z 139) e MMA (m/z 159). Alguns ions apresentam intensidades muito baixas,
porém ndo se pode descartar a hipdtese da presenca desses compostos na planta néo
enriquecida com As. Essa hipotese serd checada posteriormente por meio de analises dessas

amostras por LC-ICP-MS.
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Uma das plantas foi contaminada com as quatro espécies de As juntas (50 mg.L™ de
cada composto de As) e o espectro de massas (modo full scan) caracteristico dessa planta
pode ser visualizado na Figura 14. A presenca de ions diagndsticos (marcados com seta) para
DMA (m/z 139 e m/z 157), MMA(141), As(l11) (m/z 127) e As(V) (m/z 143) podem ser vistos

e a presenca dessas espécies pode ser definitivamente confirmada pelos dados MS/MS.
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Figura 14. Espectro DESI(+)MS para folhas de samambaia enriquecidas com As (I11), As (V),
DMA e MMA.

A andlise da planta enriquecida com As (I11), no modo negativo, apresentou o ion de
m/z 107 caracteristico dessa espécie (Figura 15A). Os outros espectros de massas
caracteristicos do As (I11) — ions de m/z 127 (Figura 15C) e m/z 145 (Figura 15E) — no modo
positivo, também apresentaram 0 mesmo comportamento observado para o padrao de As (111)
e, desse modo, confirmam a presenca da espécie As (I11) na folha de samambaia. Ao analisar
0s espectros de massas obtidos para as plantas ndo enriquecidas com As (l11), observa-se que
esses apresentaram o perfil caracteristico para os trés ions (Figura 15 B, D e F). Isso indica
que as plantas consideradas como ndo contaminadas com As, podem apresentar esse elemento
em seus tecidos.

Os espectros obtidos para as plantas enriquecidas com As (V), tanto no modo negativo
guanto no modo positivo, foram consoantes aos espectros obtidos para a analise do padrao de
As (V) por DESI-MS/MS e, assim, os ions de m/z 141 (Figura 16A), m/z 143 (Figura 16C) e
m/z 161 (Figura 16E) apresentaram seus perfis caracteristicos de fragmentacao.
Consequentemente, a contaminacdo da samambaia por As (V), péde ser confirmada. Os
espectros de massas das plantas ndo enriquecidas com As (V) apresentaram 0s ions
precursores de m/z 141 (Figura 16B), 143 (Figura 16D) e 161 (Figura 16F), sendo os dois
primeiros com seus perfis de fragmentacao tipicos, indicando que provavelmente as plantas

ndo contaminadas por As o0 possuiam em seus tecidos.
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Figura 15. DESI(-)MS/MS para o ion As (l11) de m/z 107: A) para a planta enriquecida com
As (111) e B) branco da samambaia. DESI(+)MS/MS para o ion As (Ill) de m/z 127 e 145
sendo C) e D) para a planta enriquecida com As(l11) e D) e F) branco da samambaia.
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Figura 16. DESI(-)MS/MS para o ion As (V) de m/z 141: A) para a planta enriquecida com As

(V) e B) branco da samambaia. DESI(+)MS/MS para o ion As (V) de m/z 143 e 161 sendo,

respectivamente, C) e D) para a planta enriquecida com As(V) e D) e F) branco da

samambaia.

A fragmentacdo caracteristica do DMA — ion precursor de m/z 139 com fragmento de

m/z 121 (Figura 17A) — pode ser observada na planta enriquecida com DMA. Além desse, 0

ion de m/z 157 e seus respectivos fragmentos de m/z 139 e m/z 121 também foram observados

(Figura 17C), confirmando o enriquecimento da samambaia por DMA. Os espectros MS/MS
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dos ions de m/z 139 e m/z 157 (Figura 17 B e D), para a planta ndo enriquecida com DMA,
ndo apresentaram o perfil de fragmentagdo caracteristico, observado para a planta
contaminada e para o padrdo de DMA, indicando a provavel auséncia desta espécie na

samambaia sem contaminacéo.
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Figura 17. DESI(+)MS/MS para o ion derivado do DMA de m/z 139 e 157 sendo,

respectivamente, A) e C) para planta enriquecida com DMA e B) e D) branco da samambaia.

Assim como para 0 DMA e para as especies inorganicas de As, 0s espectros de massas

obtidos para os ions derivados do MMA, para as plantas contaminada com tal espécie,
confirmaram a presenga do MMA na samambaia. No modo positivo, os ions de m/z 141
(Figura 18C), m/z 159 (Figura 18E) apresentaram seus respectivos perfis de fragmentacdo.
Contudo, no modo negativo, o ion de m/z 139 (Figura 18A) ndo apresentou o fragmento
observado no espectro de massas do padrdo MMA (m/z 121). Portanto, 0 modo negativo nédo

foi adequado para analise do MMA em folhas de samambaia. Todos os espectros MS/MS
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obtidos para estes ions para a planta ndo enriquecida por MMA néo apresentaram o perfil
tipico de fragmentacdo para essa espécie (Figura 18 B, D, F e H) e assim, hd grande

possibilidade que a samambaia analisada (sem contaminacgéo) ndo tenha essa espécie de As.
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Figura 18. DESI(-)MS/MS para o ion MMA de m/z 139: A) para a samambaia enriquecida
com MMA e B) branco da samambaia. DESI(+)MS/MS para o ion MMA de m/z 141 e 159

sendo, respectivamente, C) e E) para a samambaia enriquecida com MMA e D) e F) branco da
samambaia.
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De acordo com os dados MS/MS, foi observada a ocorréncia das espécies de As de
acordo com a espécie que a planta foi contaminada. Os compostos de As sdo claramente
reconhecidos nesses espectros de massas e a presenca dessas espécies nas samambaias pode
ser definitivamente confirmada pelos dados MS/MS. O perfil de fragmentacdo de cada ion
precursor mostrou ser similar aqueles observados para seus respectivos padrdes. Desse modo,
a técnica DESI-MS/MS se aplica bem para anélises de especiacdo de As em matrizes

complexas de forma simples e rapida.

5.4. Anélise por ICP OES e LC-ICP-MS das samambaias

O teor total de As nas plantas contaminadas artificialmente e ndo contaminadas foi
determinado por ICP OES e as espécies presentes nessas plantas foram quantificadas por LC-
ICP-MS. O método aplicado neste trabalho foi proposto por Moreira e colaboradores (2011)
para especiagdo de As. Folha de citrus (CRM, NIST 1572) foi analisada para verificar a
acuracia e precisao do método.

A concentracdo total obtida por ICP OES foi usada para avaliar a eficiéncia do método
de extragdo. A soma das concentragcfes obtidas por LC-ICP-MS e a concentracgdo total obtida
por ICP OES foram préximas, com recuperacdes variando de 92 a 102% (Tabela 4). Para o
MRC, o qual tem uma baixa concentracdo de As, a recuperacao foi de 82%. Esses resultados
indicam que o uso de 0,042 mol L™ de HNOj3 para extracdo das espécies de As foi adequado.

A diferenca na constante de dissociacdo das espécies de As determina 0s respectivos
comportamentos cromatograficos. A ordem de eluicdo foi predita pelos seus valores de pKa e
verificada experimentalmente pela injecdo das quatro espécies de As individualmente. Com o
pH da fase movel igual a 6, As (111) esteve presente em sua forma neutra (pKa=9,3), o qual
esta totalmente protonado e néo é retido pela coluna. Dessa forma, As (I11) é eluido primeiro,
junto com o volume morto. DMA (pKa=6,2) foi parcialmente ionizado em pH 6 e foi retido
pela coluna um pouco mais do que As(Ill), e assim eluido um pouco depois. MMA
(pKa;=3,6) e As (V) (pKai;= 2,3) foram completamente ionizados e se tornaram espécies
anionicas, ficando retidos por mais tempo na coluna. Porém, As(V) eluiu por ultimo devido
sua forte interacdo com a coluna. Portanto, a sequéncia de elui¢do foi: As (111), DMA, MMA e
As (V), respectivamente (Chen et al., 2004) (Figura 19).



53

Tabela 4. Concentracéo de As total e As(V), As(l11), DMA e MMA em MRC e folhas de Pteris vittata contaminadas e ndo contaminadas com As
determinadas por LC-ICP-MS e ICP OES.

Espécie que a Concentracao de cada espécie* (mg/kg) Soma das ~ ~
planta foi concentracdes Concentracéo total Recugeragao
enriquecida As (111) MMA DMA As (V) (marka) (mg/kg) ICP OES (%)

Né&o enriquecida 440,00 + 34,07 <LD <LD 149,34 + 8,39 589,33 624,30 + 70,97 94
MMA 197,87 £3,34 569,11 +34,41 <LD 74,12 £ 15,98 841,09 918,39 £ 57,76 92
DMA 195,45 + 11,07 <LD 711,12 £ 20,36 74,87 + 24,47 081,44 1042,95 + 19,48 9
As (V) 739,80 + 3,59 <LD <LD 201,36 + 15,53 941,16 923,34 + 47,24 102

As (111) 719,66 + 68,06 <LD <LD 175,38 £ 23,30 895,05 883,42 £ 71,80 101
4 espécies 582,54 +6,68 11107+242 147,76+0,92 73,28+11,70 914,65 925,85 + 56,25 99
Folha de citrus 5 451 0,01 <LD 004+001  049+0,03 2,54 3,10 + 0,3** 82

(NIST 1572)

*concentracdo em matéria seca

**valor certificado
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Figura 19. Cromatograma das quatro espécies de As presentes no extrato de folhas de

samambaia enriquecidas com As

Apbs a extracio das espécies de As com HNO; 0,042 mol L™ das plantas enriquecidas
e ndo enriquecidas com os diferentes compostos de As, obteve-se, por meio do LC-ICP-MS,
0s cromatogramas para cada extrato de planta (Figura 20).

Na planta ndo contaminada com As, encontrou-se As (I1l) e As (V) (Figura 20E) e,
dessa forma, todas as outras plantas, mesmo ndo contaminadas com tais espécies, tambeém
apresentaram ambas espécies. O que provavelmente tenha acontecido é que houve um
equivoco quanto ao lugar onde as plantas foram coletadas. A principio acreditava-se que
naquele local ndo haveria As, mas pelas analises pode-se perceber que isso ndo € verdade.
Esses resultados obtidos por LC-ICP-MS corroboram com os demais resultados obtidos por
DESI-MS. Nas plantas que foram contaminadas com DMA e MMA, além do As (Ill) e As
(V), também detectou-se o respectivo composto ao qual a planta foi contaminada (Figura 20A
e B).

Altas concentractes de As (I11) e As (V) foram encontradas nas folhas da samambaia
ndo enriquecidas com As (Tabela 4). Esses resultados sdo esperados para plantas
hiperacumuladoras, tal como a samambaia Pteris vittata. Altos teores também foram
observados por Melendez et al. (2011), analisando as espécies P. calomelanos e N. biserrata,
nas quais as concentracdes de As chegaram a 2271 mg kg™, sendo essa distribuida entre As
(1), As (V) e formas orgénicas.
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Figura 20. Cromatogramas das espécies de As em extratos de folhas de samambaia
enriquecidas com: A) MMA; B) DMA; C) As (V); D) As (Ill) e E) extrato da folha de
samambaia ndo enriquecida com As.

De acordo com a Tabela 4, pode-se observar que, tanto para a planta ndo contaminada
com As quanto para aquelas contaminadas com alguma espécie de As, a concentracdo de As
(11) foi maior que a de As (V). Isso pode ter sido devido a reducdo de arsenato a arsenito nas
folhas, o qual tem sido proposto como um mecanismo de desintoxicagdo na P. vittata (Lei et
al., 2012; Ma et al., 2001; Zhang et al., 2002). Quando a planta foi exposta a As (I11), DMA,
MMA e As (V), a concentracdo das trés primeiras espécies esteve sempre maior do que da
ultima, indicando que, além da reducédo de As (V) a As (Il1), a absorcdo de DMA e MMA foi
mais efetiva que daquela ultima, possivelmente por causa da menor toxicidade dessas
espécies. O mesmo foi observado por Bergvist & Greger (2012) em plantas crescidas em

diferentes habitats. Trabalhos mostram que, independente da espécie que a planta foi exposta,
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As (I11) ou As (V), arsenito é a espécie que predomina (Xue et al., 2012). Em um trabalho
com a espécie hiperacumuladora P. calomelanos, exposta a As (V), foi observado que mais de
60% do As (V) absorvido, foi reduzido a As (Ill) (Kachenko et al., 2010). Em outro estudo,
porém com a P. vittata, a qual também foi exposta a As (V), o arsénio ficou concentrado,
principalmente, nas folhas dessa planta como As (111) (Singh; Ma, 2006).

Os resultados obtidos por técnicas bem estabelecidas, como LC-ICP-MS, corroboram
com os resultados do DESI-MS. Deve-se notar que as concentracfes apresentadas na Tabela 4
sd0 em matéria seca e as amostras que foram analisadas no DESI-MS eram frescas. Essas
concentrag0es sdo aproximadamente cinco vezes menores, considerando que as folhas de
samambaia tem aproximadamente 80% de agua.

Esse conjunto de resultados confirma a aplicabilidade do presente método na detecgédo
de compostos de As em matrizes complexas. DESI-MS/MS pode ser uma técnica
complementar para analise de plantas de &reas contaminadas com As e identificacdo de

diferentes espécies, sendo assim uma importante ferramenta para o monitoramento ambiental.

5.5. Andlise de especiacdo de As por DESI-MSI

Estudos que procuram compreender o metabolismo das plantas sdo importantes tanto
para a nutricdo humana e animal quanto para a fisiologia e toxicologia (Silva; Arruda, 2013).
Com o intuito de verificar a presenca e como ocorre a distribuicdo de compostos de As em
folhas de samambaia, procedeu-se com analises por DESI-MSI. A identificacdo dos
compostos de As responsaveis pelos ions observados nos espectros de massas foram baseadas
nos experimentos MS/MS, reportados anteriormente, e confirmados por DESI-MS pela
analise dos padrbes depositados no papel filtro. No modo positivo, DMA foi monitorado
como [(CHs)2AsO(OH) + H]", de m/z 138,97. No modo negativo, MMA foi monitorado como
[CH3AsO,0H]’, de m/z 138,94, As (V) foi monitorado como [H,AsO4]", de m/z 140,92, e As
(1) foi monitorado como [AsO,]’, de m/z 106,91. Os compostos de As foram observados no
espectro de massas no modo de varredura completa.

Inicialmente, tentou-se analisar as folhas de samambaia diretamente pelo DESI, ou
seja, sem qualquer tratamento da amostra, como tem sido previamente reportado para outras
espécies de plantas com experimentos DESI sem geracdo de imagem (Talaty et al., 2005;
Jackson et al., 2009; Kennedy e Wiseman, 2010). A intensidade do sinal foi muito baixa e
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com estabilidade insuficiente para gerar a imagem, mesmo depois de longa exposi¢do ao
spray do DESI. A insuficiente estabilidade do sinal é parcialmente relacionada a problemas de
penetracdo na cuticula do tecido da planta, o qual dificulta a penetracdo do spray DESI, e, em
parte, devido ao fato da natureza do material da planta ser macio e absorvente, ja que DESI
opera melhor em superficies duras (Li et al, 2011; Thunig et al, 2011). Uma alternativa
apresentada por Mdller e colaboradores (2011) foi o pré-tratamento da superficie da folha
com um solvente organico (por exemplo, cloroférmio), antes da analise, para a remocao da
camada de cera. Em contraste com a anélise direta da folha ndo tratada, o sinal foi mais
intenso, mas ndo estavel e confiavel o suficiente para ser usado na geracao de imagens.

A impressdo da planta em uma superficie uniforme, dura e plana, como por exemplo
poros de Teflon e placa de TLC, tém sido usada para melhorar a sensibilidade e estabilidade
de imagens na espectrometria de massas (Mdller et al., 2011; Li et al., 2011; Thunig et al,
2011; Hemalatha e Pradeep, 2013). Ao contrario da maioria dos trabalhos sobre especiacao de
As em plantas terrestres, os quais utilizam um laborioso preparo de amostras para analise
quimica (Amaral et al., 2013; Chen et al., 2014), neste trabalho utilizou-se uma abordagem
indireta, onde uma impressdo do material vegetal fresco foi submetido a uma forte pressédo
contra um sanduiche de filtro de PTFE por 15 minutos. Filtros de PTFE sdo preferiveis
porque eles fornecem impressbes de boa qualidade além de absorver bem os compostos da
planta, enquanto mantém a integridade espacial da amostra (Thunig et al., 2011; Hemalatha e
Pradeep, 2013). Antes da impressdo as folhas foram tratadas com hexano.

A impressdo das folhas contendo os compostos de As obtidos sobre a superficie do
filtro de PTFE foi bastante simples, melhorando significativamente a intensidade e
estabilidade do sinal no MS, comparado com aqueles obtidos na analise direta das folhas pelo
DESI. Tal metodologia foi adotada, portanto, para as proximas analises. Resultados similares
foram obtidos por Thunig e colaboradores (2011) em analises de metabdlitos de plantas.

A principio, para a detecgdo dos compostos de As, utilizou-se as samambaias (Pteris
vittata) contaminadas naturalmente com esse elemento. Para a detec¢do de tais compostos,
DESI-MSI foi realizado sobre a impressdo das folhas (lavadas com hexano) medindo-se ions
de m/z de 50 a 250, tanto no modo positivo quanto no modo negativo, de acordo com as
analises pré-realizadas. Para confirmar a deteccdo de cada espécie de As na impressao da
folha de samambaia foi calculado o erro estimado da massa para cada ion analisado. A folha

foi cortada ao meio para que coubesse no filtro de PTFE. A Figura 21 mostra, do lado



58

esquerdo, a foto da folha de samambaia sendo preparada para a impresséo e, do lado direito, a

impressao sobre a superficie do filtro de PTFE.

Figura 21. Imagem da folha de samambaia (Pteris vittata). Lado esquerdo: imagem 6tica da
folha preparada para a impressdo. Lado direito: imagem oOtica da impresséo na superficie do
filtro de PTFE.

Uma imagem tipica da folha correspondente ao ion As (I11), de m/z 106,91, é mostrada
na Figura 22 revelando a distribuicdo desse ion. Nessa figura € possivel perceber que a
distribuicdo do As (Il) na folha de samambaia foi bastante homogénea, confirmando a
presenca dessa espécie de As na folha contaminada naturalmente com esse elemento. A
diferenca na intensidade das cores revela, ponto a ponto, a diferenca entre as intensidades
obtidas para 0 mesmo ion. Onde as cores estdo mais intensas (vermelho) € que, muito
provavelmente, ha maior intensidade do ion As (l11). Isso ficou mais evidente nas bordas e na
regido central da folha. No entanto, essas sdo as partes mais espessas da folha e assim talvez
tenham sido mais pressionadas e liberadas maiores quantidades de As, causando falsa
impressao de maior concentragdo. A Figura 23 mostra um dos espectros do ion de m/z 106,91
responsaveis pela geracdo da imagem. Como o ion As (Ill) é de baixa intensidade, na Figura
23, ele foi aumentado 50 vezes para que facilitasse sua visualizacdo. Além disso, nesse
espectro de massas € possivel comparar a massa exata do As (Il1) com a massa tedrica,
podendo verificar que o erro foi relativamente baixo, A=-6,72501 ppm, confirmando que o

ion detectado é o [AsO;].
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Figura 22. DESI(-)MSI do ion As (I11) de m/z 106,91. Resolucdo espacial: 70 pm.
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Figura 23. DESI(-)MS do ion As(l11) de m/z 106,91 obtido na geracdo da imagem da folha de

samambaia.

Para as demais espécies de As, As (V), DMA e MMA, nédo foi possivel obter a
imagem da folha com seus respectivos ions. No caso do As (V), durante a analise da
impressdo da folha por DESI-MS, foi possivel detectar o ion As (V), de m/z 140,91636, na
forma [H,AsO4]. No entanto, como esse ion é de baixa intensidade e estabilidade
insuficiente, ndo foi possivel gerar uma imagem nitida da folha. Na Figura 24 pode-se

visualizar o espectro de massas obtido para esse ion mostrando que, assim como para 0 As
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(11), a técnica DESI-MS pode ser aplicada na deteccdo de compostos inorganicos de As em
samambaias naturalmente contaminadas com tal elemento. Como o ion As (V) é de baixa
intensidade, na Figura 24, ele foi aumentado 100 vezes para que facilitasse sua visualizacao.
Além disso, nesse espectro de massas € possivel comparar a massa exata do As(V) com a
massa tedrica, podendo verificar que o erro foi relativamente baixo, A=-4,02545 ppm,
confirmando que o ion detectado é o [H2AsO4]. Os dois compostos inorganicos de As ndo
apresentaram erros de massa tdo baixos, porém foram considerados satisfatorios pelo fato de
se tratarem de compostos de dificil ionizacdo e deteccdo, numa matriz complexa sem

praticamente nenhum tratamento prévio.
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Figura 24. DESI(-)MS do ion As (V) de m/z 140,92

As espécies organicas de As, DMA e MMA, néo foram detectadas porque as plantas
ndo possuem essas especies ou elas estdo abaixo da capacidade de detecgdo da técnica. 1sso
foi confirmado pela analise utilizando LC-ICP-MS (Tabela 5). A auséncia de compostos
organicos de As em plantas terrestres € muito comum, visto que elas sdo mais frequentemente
encontradas em organismos marinhos (Zmozinski et al., 2015). Em plantas terrestres as
espécies de As que predominam sdo as inorganicas, As (111) e As (V) (Singh; Ma, 2006).

Diante disso, com o intuito de verificar a aplicabilidade da técnica DESI-MS e/ou
DESI-MSI na deteccdo de compostos organicos de As, samambaias da espécie Pteris vittata,

crescidas em regido supostamente ndo contaminada com As, foram enriquecidas com tais
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espécies, separadamente, a fim de verificar se é possivel a geragdo de imagens de compostos
organicos de As em plantas terrestres.

Tabela 5. Concentracdo das espécies As (Ill), As (V), DMA e MMA em folhas de

samambaias contaminadas naturalmente com As determinadas por LC-ICP-MS

Concentracédo de cada espécie de As (mg/kg)
Samambaia

As (1) As (V) DMA MMA

Pteris vittata 836,3 742,1 <0,21 <0,17

Para a deteccdo dos compostos organicos, DMA e MMA, DESI-MSI foi conduzido
sobre a impressdo das folhas (lavadas com hexano), tanto no modo positivo quanto no modo
negativo, monitorando ions de m/z de 100 a 300. A Figura 25A mostra a imagem da folha
para o ion caracteristico do DMA, [(CH3),AsO(OH) + H]*, de m/z 138,97 e a Figura 25B
,mostra a imagem da folha para o ion caracteristico de MMA, [CH3AsO,0OH]’, de m/z 138, 94,

revelando a distribuicdo desses ions.

Figura 25. Imagem da folha da samambaia: A) DESI(+)MSI do ion DMA de m/z 138,97; B)
DESI(-)MSI do ion MMA de m/z 138,94 . A resolucéo espacial foi de 150 pum.

A Figura 25 mostra que a distribuicdo espacial do DMA e MMA nas folhas foi

relativamente homogénea, confirmando a presenca desses compostos de acordo com o
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enriquecimento da planta com a espécie particular de As. Aparentemente, a presenca do DMA
foi mais intensa do que a do MMA, porém, a concentracdo predominante desses ions na folha
ndo pode ser revelada pela intensidade da cor. Isso porque, durante a ionizacao, esses ions
exibiram diferentes intensidades. O DMA ioniza mais facilmente que o MMA (Figura 26 e
Figura 27), causando a falsa impressdo que DMA estd mais concentrado que MMA. Para
confirmar os ions detectados, é possivel comparar o valor da massa exata e da massa tedrica
para os ions DMA (Figura 26) e MMA (Figura 27). O erro obtido para 0 DMA e MMA foram
bem pequenos, A=-0,79510 ppm e A=0,67907 ppm, respectivamente, confirmando que os ion
detectados s&o [(CH3)2AsO(OH) + H]" e [CH3AsO,0H]". Observando o espectro de massas
no modo de varredura completa da planta que ndo foi contaminada com As (branco), pode-se
verificar a auséncia dos ions correspondentes ao DMA e ao MMA, confirmando que ndo ha

falso positivo (Figura 28).
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Figura 26. DESI(+)MS para o ion DMA de m/z 138,97.
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As espécies de As analisadas no DESI-MS no espectrometro de massas de alta
resolucéo apresentaram baixa intensidade, confirmando o que foi observado no espectrometro
de massas de baixa resolucdo, mostrando que essa é uma caracteristica das espécies de As. A
excecdo nos dois equipamentos € o DMA que ioniza bem e por isso apresenta intensidade
mais elevada que as demais espécies.

Neste trabalho, foi demonstrado que a especiac¢do quimica de As em samambaia € um
exemplo de analise direta da planta que ndo pode ser determinada diretamente com DESI-MS,
como tem sido mostrado em alguns trabalhos para outras plantas e outros analitos (Talaty et
al., 2005; Jackson et al., 2009; Kennedy e Wiseman, 2010), mas pode ser analisada com
DESI-MS de modo indireto. Também ficou demonstrado que DESI-MS é capaz de nédo
somente detectar espécies de As, mas, também, de gerar a imagem referente a distribuicéo
dessas espécies em plantas.

E importante destacar que essa é a primeira vez que DESI-MS e DESI-MSI séo
empregados para especiacdo de arsénio em plantas, tanto naturalmente quanto ap6s
contaminacdo. Este trabalho demonstra a capacidade da técnica DESI-MSI para anélise uma
analise simples beneficiando a etapa de preparo de amostra e com alta estabilidade do sinal
para estudos de especiacdo quimica. E um grande avanco cientifico nessa area, pois permite a
obtencdo de informac@es sobre a distribuicdo de diferentes espécies quimicas em uma planta,
de maneira simples e com uma técnica cada vez mais acessivel em laboratérios do mundo
todo. Vale ressaltar que ja existem trabalhos na literatura que tratam da distribuicdo espacial
de espécies de As em plantas usando as técnicas de XANES (X-ray Absorption Near Edge
Structure) (Kachenko et al., 2010; Kopittke et al., 2014). Entretanto, 0 acesso a essa técnica é
mais dificil. Desta forma, acredita-se que esse trabalho abra novas possibilidades para

andlises de especiacdo quimica.

5.6. Andlise de especiacao de As por PS-MS em samambaias contaminadas

naturalmente

Para testar a capacidade do PS-MS em identificar os compostos de As, a principio
foram feitas anélises dos padrées de tais compostos (10 mg L™). Para isso, 10 a 50 pL da

solugdo padrdo foram adicionadas sobre o papel triangular, em frente a entrada do
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espectrOmetro de massas e aplicada uma alta voltagem no papel. Apéds a adi¢do da solugdo no
papel, selecionou-se a razdo m/z do ion de interesse e promoveu-se a fragmentacdo do ion por
colisdo com heélio dentro do trap, para verificar se o fragmento obtido concordava com 0s
demais resultados obtidos neste trabalho. O modo positivo apresentou melhores resultados do
gue o modo negativo e, desse modo, optou-se por trabalhar somente nesse modo. Foram feitos
testes com solugdes padrdes de As preparadas em agua e em metanol, e observou-se que
padrdes preparados em metanol apresentam melhora significativa na intensidade do sinal, e,
com isso, tal solvente foi escolhido para ser utilizado em todo experimento.

Para se alcancar boa qualidade dos espectros de massas, com intensidade e
estabilidade do sinal adequadas, além das condigdes ja& otimizadas acima, 0s seguintes
parametros foram otimizados: volume de extrato adicionado na superficie do papel (40 uL),
voltagem aplicada na base do papel (4 kV) e distancia entre o papel e a entrada no
espectrometro de massas (5 mm).

A possibilidade de identificar espécies de As em extratos de planta com o minimo
preparo de amostra foi avaliada a fim de se verificar a aplicabilidade da técnica PS-MS em
estudos de especiacdo quimica. Diante disso, samambaias contaminadas naturalmente com As
de duas diferentes espécies, Pteris vitatta e Pityrogramma calomelanos, foram analisadas por
PS-MS. Para isso, 40 pL do extrato foram depositados no papel filtro cortado em triangulo,
disposto em frente & entrada do espectrdmetro de massas e aplicada uma alta voltagem (4 kV).
Os espectros de massas, no primeiro momento, foram recuperados no modo de varredura
completa e, em seguida, selecionou-se a razdo m/z do ion de interesse e colidiu-o com hélio
dentro do trap, para confirmar a identidade do ion analisado.

De acordo com o espectro de massas para a samambaia da espécie Pteris vitatta
(Figura 29), pode-se inferir que nela estdo presentes os compostos inorganicos de As, As (111)
e As (V), de m/z 127 e 143, respectivamente, 0s quais estdo claramente visiveis no espectro de
massas de varredura completa (Figura 29A) e foram confirmados com a geracdo dos
fragmentos caracteristicos de cada especie (Figura 29 B e C). Os ions referentes aos
compostos organicos, DMA e MMA, de m/z 139 e 141, respectivamente, ndo apresentaram a
fragmentacdo esperada e assim ndo foi possivel confirmar a presenca destes compostos na

samambaia (Figura 29 D e E).
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Figura 29. A) PS(+)MS para o extrato da samambaia Pteris vitatta; PS(+)MS/MS do extrato
da samambaia para B) As (l1l), ion de m/z 127; C) As (V), ion de m/z 143; D) DMA, ion de
m/z 139 e E) MMA, ion de m/z 141.
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Para a espécie Pityrogramma calomelanos a analise no PS-MS também detectou a
presenca dos compostos inorganicos de As, como pode ser visualizado no espectro de massas
de varredura completa (Figura 30 A), sendo confirmados por PS-MS/MS de cada espécie
(Figura 30B e C). Para os compostos organicos, assim como para a Pteris vitatta, a presenca
do DMA e MMA ndo pbdde ser confirmada, uma vez que seu perfil caracteristico de
fragmentacéo ndo foi obtido (Figura 30 D e E).

Analises por LC-ICP-MS foram realizadas a fim de se confirmar os resultados obtidos

por PS-MS (Tabela 6), os quais estdo em conformidade.

Tabela 6. Concentracbes das espécies As (IIl), As (V), DMA, MMA em folhas de
samambaias de duas diferentes espécies contaminadas naturalmente com As determinadas por
LC-ICP-MS.

o Concentragdo de As em samambaia contaminada
Espécies de As
naturalmente (mg/kg)
(mg/kg) — .
Pteris vittata Pityrogramma calomelanos

As (111) 60,7 25,9

As (V) 742,1 3,2

DMA <0,21 <0,21

MMA <0,17 <0,17

A ionizacdo das espécies de As observadas no PS-MS, assim como para as demais
analises realizadas ao longo deste trabalho, apresentaram baixa intensidade, confirmando mais
uma vez que a ionizacdo das especies de As determinadas pelos métodos diretos em
espectrometria de massas ndo € eficiente.

As analises realizadas neste trabalho demonstram a aplicabilidade do PS-MS como um
método de varredura répido e eficiente que pode fornecer informagdes Uteis sobre a presenca
das espécies de As em plantas, alem de servir como complemento para analises futuras em
outros métodos analiticos quantitativos de especiacdo quimica. Como exemplo, tal varredura
permitird, dentro de um conjunto de amostras, a sele¢do daquelas que contém As, como uma
pré-analise para métodos analiticos quantitativos, como LC-ICP-MS, diminuindo os recursos

e tempo necessario para o lote inteiro.
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Figura 30. A) PS(+)MS para o extrato da samambaia Pityrogramma calomelanos;
PS(+)MS/MS do extrato da samambaia para B) As (l11), ion de m/z 127; C) As (V), ion de m/z
143; D) DMA, ion de m/z 139 e E) MMA, ion de m/z 141.
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Além das medicOes répidas que permitem a deteccdo da presenca e/ou auséncia dos
compostos de As, PS-MS é também ambientalmente adequado. Comparando o método
convencional de analise de especiacdo por LC-ICP-MS, utilizada neste trabalho, com o PS-
MS, reduziu-se drasticamente o tempo de preparo da amostra, analise e consumo de energia,
uma vez que sd0 necessérios até 3 dias de secagem da amostra, tempo de digestdo das
amostras, tempo de resfriamento, tempo de centrifugacdo e tempo de anélise do LC-ICP-MS.
Além disso, o consumo de reagentes e gas também foi bastante reduzido, uma vez que no
método convencional é necessario o0 uso de acido forte, reagente para a fase movel no

cromatografo e alto consumo de argonio.

5.6.1. Avaliacdo da performance analitica por PS-MS

Dentre as técnicas de ionizagdo direta, PS-MS é a que mais tem sido aplicada na
geracdo de dados guantitativos ou semi-quantitativos (Zhang et al., 2012; Paula et al., 2015;
Reeber et al., 2015; Klampfl, M. Himmelsbach, 2015). E importante destacar que analises de
especiacdo quimica quantitativas de plantas por PS-MS ndo sdo triviais, uma vez que a
representatividade da amostra deve ser garantida. No caso da samambaia, deve-se realizar um
estudo para avaliar se todas as folhas tem uma concentracdo média proxima e qual seria 0
nimero necessario de pequenas folhas para garantir a representatividade do material. Deve-se
notar que a maioria dos estudos com espectrometria de massas por ionizacdo ambiente é de
natureza qualitativa ou incluem estimativas grosseiras (Lebedev, 2015).

Devido as inumeras variaveis que podem afetar a sensibilidade das analises em PS-
MS, dentre elas a distancia entre o papel triangular e a entrada do espectrdmetro de massas, as
dimensdes do papel triangular, e o volume da amostra adicionada no papel, o melhor caminho
a seguir para melhorar a qualidade dos resultados quantitativos em PS-MS é a adicdo de um
padrdo interno. Varios métodos tém sido aplicados para a adicdo de padrdo interno em
ionizacdo por PS-MS. Idealmente, o padrdo interno deve ser adicionado a amostra antes de
qualquer processo de preparo (Reeber et al., 2015). Isso € o que tem sido feito para
quantificacdo de drogas em andlises forenses (Paula et al., 2015). No entanto, como isso néo é
sempre possivel de forma simples, diferentes caminhos tém sido investigados para a aplicacao
de padrdo interno em PS-MS (Klampfl e Himmelsbach, 2015). Em analises de herbicidas, o
melhor a ser feito € uma aproximacgdo do método onde o padréo interno é adicionado no papel
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triangular depois da aplicagdo da amostra (Reeber et al., 2015). Em analise direta de
glicosideos em folhas o padrdo interno é depositado diretamente sobre o triangulo da folha
(Zhang et al., 2012).

Neste trabalho, foi checada a possibilidade da adicdo do padrdo interno junto a
amostra, antes do preparo. No entanto, devido a forte interferéncia da matriz, as intensidades
do analito e do padréo interno no espectro de massas foram prejudicadas. Desse modo, optou-
se por preparar uma curva de calibracdo e, junto a essa, adicionar o padréo interno. Como o
composto organico de As, DMA, ioniza facilmente e ndo foi detectado nas samambaias
naturalmente contaminadas, ele foi escolhido como padrdo interno na concentragéo de 10 mg
L. Além disso, optou-se por tracar a curva somente para 0s compostos inorganicos, As (111) e
As (V), porque essas sdo as espécies principalmente encontradas em plantas terrestres.

Os pontos da curva foram obtidos usando a relacdo da intensidade do analito pela
intensidade do padrdo interno, sendo que as concentracbes para As (lll) e As (V),
separadamente, foram: 0, 5, 10, 20, 40 mg L™. Como foi adicionado ao papel triangular 50 pL
da solucdo, a massa real de As analisada foi: 0,0; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 pug de As. Foi utilizado o
modo positivo do espectrdmetro de massas, fazendo varredura total de ions e medindo-se ions
de m/z de 100 a 200. Os resultados foram gerados obtendo-se 30 varreduras (scans) e
utilizando como resultado a intensidade média. Para o As (V), monitorou-se o ion de m/z 161,
[H3AsO4+H30]", e para o As (I11) monitorou-se o ion de m/z 127, [HzAsOz+H]", e o padrdo
interno foi monitorado pelo ion de m/z 139, [(CH3),AsOOH+H]". Os pontos da curva de
calibracdo, para As (111) e As (V), apresentaram boa linearidade com R? igual a 0,996 e 0,995,
respectivamente (Figura 31). Cada ponto é referente & média de trés replicatas. E importante
mencionar que os altos desvios observados em alguns pontos possa ser devido ao fato de ser
uma técnica manual e de dificil controle e padronizacdo de todos parametros.

Avaliou-se também a precisdo e o limite de deteccdo do método. A precisdo foi
expressa por meio da repetitividade, usualmente expressa pelo desvio padréo relativo ou
coeficiente de variacdo. A repetitividade foi caracterizada utilizando-se o0 mesmo
procedimento de medigdo, mesmo observador, mesmo instrumento sob mesmas condicGes,
mesmo local e repeticbes no menor espaco de tempo (INMETRO, 2011). Para isso utilizou-se
soluces padréo das quatro espécies de As na concentracdo de 10 mg.L™ (0,5ug de As). Foi
utilizado o modo positivo do espectrometro de massas, fazendo varredura total de ions e

medindo-se ions de m/z de 100 a 200. Os resultados foram gerados obtendo-se 30 varreduras
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(scans) e utilizando como resultado a intensidade média. Para cada espécie de As foram
monitorados dois fons, [M+H]" e [M+H30]", e foram feitas 7 repeticdes.
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Figura 31. Curva de concentracdo-resposta para soluc@es padrdes de A) As (1) e B) As (V).
Padréo interno: DMA 10 mg.L™.

Conforme esperado, a precisdo obtida pelo PS-MS foi inferior a de outras técnicas
bem estabelecidas para especiagdo quimica, variando de 11 a 28% (Tabela 7). Conforme
discutido, o PS-MS é uma técnica de comandos manuais e de dificil controle, podendo ser
influenciada por inimeras variaveis.

O limite de detec;do da técnica, determinado medindo-se separadamente
concentracdes decrescentes de cada espécie de As até ndo ser mais possivel diferenciar o
branco dos padrdes, apresentou baixos valores (Tabela 7). Os compostos organicos de As, 0s

quais ionizam-se mais facilmente, apresentaram limites de deteccdo de 2,5 pg de As. Esses
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valores s&o menores do que os apresentados para 0S compostos inorganicos, 5 pg de As, pois

se ionizam menos em relagdo aos primeiros.

Tabela 7. Performance analitica do PS-MS para especiacdo quimica de As

lons das espécies de As

Figuras de mérito

(m/z) Limite de deteccdo | Faixa linear Rz | Preciséo
127 5 0,25-2 ugde As | 0,996 | 15%
As(l11) P Ho
145 12%
143 5 28%
As(V) &
161 0,25-2 ugde As | 0,995 | 26%
139 2,5 17%
DMA P
157 11%
141 2,5 pg 28%
MMA
159 21%

A fim de verificar a exatiddo da técnica, uma planta foi fortificada com As (lll) e As
(V) e o extrato obtido foi analisado por PS-MS. No entanto, devido a forte interferéncia da
matriz, os resultados ndo foram satisfatdrios, com recuperagdes baixas. Outros estudos seriam
necessarios para tentar minimizar o efeito de matriz, como o preparo de uma curva matrizada,
por exemplo. Portanto, apesar da técnica apresentar boa linearidade e limites de deteccdo
baixos, a quantificacdo dos teores de As em plantas ainda ndo foi viavel. De qualquer

maneira, essa técnica se aplica bem para analises qualitativas, podendo ser usada como

método de varredura para outras técnicas bem estabelecidas em especiac¢éo quimica.

Apesar de ter sido demonstrada a aplicabilidade e as inimeras vantagens do PS-MS

em analises de especiacdo quimica, os desafios da técnica nesse tipo de analise permanecem,

principalmente em relacdo a melhoria na sensibilidade e na reprodutibilidade, mas o seu

potencial como complemento para técnicas analiticas convencionais é excelente.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que as técnicas DESI-
MS/MS, DESI-MSI e PS-MS/MS podem ser usadas para especiagdo de compostos organicos
e inorgéanicos de As; uma vez que espectros de massas caracteristicos desses compostos
puderam ser obtidos. A aplicacdo para analise direta de padrdes de As e analises de folhas de
planta, com o minimo preparo da amostra, foi demonstrado e confirmado por LC-ICP-MS.
Devido as suas caracteristicas Unicas, DESI-MS, PS-MS e DESI-MSI séo alternativas
atrativas para a identificacdo de As (111), As(V), DMA e MMA em matrizes complexas.

As das principais caracteristicas favoraveis dos métodos incluem a velocidade de
analise, simplicidade e capacidade de andlises in situ. A grande vantagem dos métodos é a
reducdo das etapas de pré-tratamento da amostra, o qual reduz possiveis erros analiticos e,
para andlise de especiacgdo, previne problemas tais como a interconversao de espécies geradas
durante o preparo da amostra. Além disso, sdo excelentes métodos de varredura para técnicas
analiticas convencionais de analise de especiacdo. Porém, possiveis inconvenientes estdo
presentes, como aqueles relacionados a ocorréncia de efeito de matriz, problemas com a
homogeneidade da amostra e dificuldades relacionadas com a realizagdo de analises
quantitativas. Além desses, vale destacar que dificuldades foram encontradas para a realizacdo
deste trabalho, visto que esse era dependente de variacBes nos equipamentos e ajustes
adequados da fonte DESI e paper spray. As intensidades obtidas para os ions estudados
também ndo foram altas, dificultando as analises. Um dos motivos é que por serem fonte de
fabricacdo caseira, 0s ajustes ndo sdao de facil controle e, também, o equipamento utilizado
ndo é o mais sensivel. No entanto, trabalhando com espectrometro de massas mais sensivel
nas analises no DESI-MSI, pode-se confirmar que € caracteristico das espécies de As a baixa
intensidade do sinal, indicando que, a exce¢cdo do DMA, os compostos de As sdo de dificil
ionizacao.

De maneira geral, pode-se concluir que, apesar das inUmeras vantagens e da
comprovacao do uso das técnicas de ionizacdo ambiente para analises de especiacdo, DESI-
MS, PS-MS e DESI-MSI sdo técnicas recentes para esse tipo de estudo, sendo esse um dos

trabalhos pioneiros na area, o qual ainda esta sujeito a muitos aperfeicoamentos.
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ANEXOS

ANEXO A

Espectros dos ions dos padroes das espécies As (111), As (V), DMA e MMA, em agua,

determinadas por ESI-MS
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Figura Al. A) ESI(-)MS/MS para o ion As (V) de m/z 141; ESI(+)MS/MS para o ion As (V)
de B) m/z 143 e C) m/z 161.A concentracéo da solucdo foi de 1 mg.L™ em &gua.
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Figura A2. ESI(-)MS/MS para o ion As (l11) de A) m/z 107 e B) m/z 125; ESI(+)MS/MS para
o fon As (I11) de B) m/z 125 e C) m/z 145.A concentracdo da solucéo foi de 1 mg.L™ em 4gua.
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Figura A3. ESI(+)MS/MS para o ion DMA de A) m/z 139 e B) m/z 157.A concentracdo da

solucdo foi de 1 mg.L™ em &gua.
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Figura A4. ESI(-)MS/MS para o ion MMA de A) m/z 139; ESI(+)MS/MS para o ion MMA

de B) m/z 141 e C) m/z 159.A concentracéo da solucdo foi de 1 mg.L™ em &gua.
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ANEXO B

Espectros dos ions dos padrdes das espécies As (111), As (V), DMA e MMA, em

metanol:agua, determinadas por ESI-MS
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Figura B1. A) ESI(-)MS/MS para o ion As (V) de m/z 141; ESI(+)MS/MS para o ion As (V)

de B) m/z 143 e C) m/z 161. A concentracio da solucéo foi de 1 mg.L™ em metanol:agua.
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Figura B2. ESI(-)MS/MS para o ion As (l11) de A) m/z 107 e B) m/z 125; ESI(+)MS/MS para
o fon As (I11) de B) m/z 127 e C) m/z 145. A concentracdo da solucdo foi de 1 mg.L™ em

tanol:agua
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Figura B3. ESI(+)MS/MS para o ion DMA de A) m/z 139 e B) m/z 157. A concentracao da

solucdo foi de 1 mg.L™ em metanol:4gua.
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B) m/z 141 e C) m/z 149. A concentraco da soluco foi de 1 mg.L™* em metanol:agua.
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ANEXO C

Espectros de massas para o branco do papel para as quatro espécies de As estudadas
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Figura C1. DESI(-)MS/MS do papel utilizado nas analises para o ion As (l11) de A) m/z 107,
B) m/z 125; e DESI(+)MS/MS para o ion As (I11) de C) m/z 127; D) m/z 145.
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Figura C2. DESI(+)MS/MS do papel utilizado nas andlises para o ion As (V) de A) m/z 143,;
B) m/z 161; e DESI(-)MS/MS para o ion As (V) de C) m/z 141.
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B) m/z 157.
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Figura C4. DESI(+)MS/MS do papel utilizado nas anélises para o ion MMA de A) m/z 141 e
B) m/z 159; e DESI(-)MS/MS para o ion MMA de C) m/z 139.



