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RESUMO

O desenvolvimento de metodologia analitica para a andlise de especiacdo de
elementos formadores de hidretos (As e Sb) e mercurio em amostras ambientais e de
alimentos por espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado com
observacdo axial ap6s geracdo de vapor quimico em sistemas em fluxo (CVG-FI-ICP
OES) é apresentado.

A andlise de especiacdo de As e Sb inorganico € baseada na reacdo para a
formacdo de hidretos volateis, cuja formacdo ocorre para ambas as espécies (lll e V)
preferencialmente a partir das espécies trivalentes. Com a otimizacdo das condi¢des
experimentais, € possivel a determinacdo da espécie trivalente na presenca da
pentavalente e para efetuar a determinacéo total (lll e V), é necessario a pré-reducédo. Em
relacdo ao mercurio e ao metil-mercurio (metil-Hg*), a andlise de especiacdo é baseada
na geracgao de vapor frio a partir da reducéo de Hg(ll) a Hg, sendo que a determinacdo do
metil-Hg* por vapor frio s6 ocorre apoés liberagdo do Hg(ll). As caracteristicas de cada
reacdo foram levadas em consideracdo no desenvolvimento dos métodos para andlise de
especiacgao.

Inicialmente, foram otimizadas as condicfes experimentais para a geragdo de
hidretos por HG-FI-ICP OES com a finalidade de desenvolver um método com
parametros analiticos adequados para a andlise de especiacao de Sb(lll) e Sb(V) e As(lll)
e As(V). Os parametros otimizados foram: as concentracbes de HCl e NaBH., &cido
citrico e KI, poténcia da fonte de radiofrequéncia, vazdo do gas de arraste e bobinas de
reacdes empregando-se uma solugdo padrdo. Com a otimizacao individual foi possivel
notar a similaridade dos métodos, o que permitiu desenvolver um método de especiacao
simultanea, sendo esse um relevante diferencial do trabalho em relagéo a literatura. Apés
o estudo de otimizagédo foram avaliadas as figuras de mérito, com destaque ao limite de
quantificacdo (LOQ) que variou de 0,18 a 0,59 ug L.

O desenvolvimento do método para a determinacdo total de Hg e andlise de
especiacdo de Hg(ll) e metil-Hg" foi baseado no preparo da amostra seguido da
guantificagdo por CV-FIA-ICP OES. O preparo da amostra foi otimizado e as condi¢fes
avaliadas foram H.O, temperatura, poténcia e tempo de ultrassom a partir de sonda
ultrassénica. A quantificacdo de Hg(ll) na presenca de metil-Hg*™ permitiu confirmar que o
metil-Hg" ndo foi decomposto, levando a recuperacdo de Hg(ll) presente proximas de
100%, sendo possivel a determinacgao total do mercurio, Hg(ll) e metil-Hg*. O estudo de
recuperacdo permitiu avaliar a exatiddo, com valores entre 97,8 e 102,1% com RSD
maximo de 6,5%, indicando que o método para analise de especiacdo apresenta boa
precisao e exatidao, permitindo inferir que o método proposto foi adequado para a andlise

de especiacdo de Hg(ll) e metil-Hg™.
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ABSTRACT

The development of analytical methodology for the analysis of speciation of hydride
forming elements (As and Sb) and mercury in environmental and food samples by
inductively coupled plasma optical emission spectrometry with axial observation after
generation of chemical vapor in flow systems CVG-FI-ICP OES) is presented.

The inorganic As and Sb speciation analysis is based on the reaction for the
formation of volatile hydrides, the formation of which occurs for both species (lll and V),
preferably from the trivalent species. With the optimization of the experimental conditions,
it is possible to determine the trivalent species in the presence of the pentavalent and to
carry out the total determination (lll and V), the pre-reduction is necessary. In relation to
mercury and methyl-mercury (methyl-Hg*), the speciation analysis is based on the
generation of cold vapor from the reduction of Hg(ll) to Hg, and the determination of
methyl-Hg" occurs only after the release of Hg(ll). The characteristics of each reaction
were taken into account in the development of methods for speciation analysis.

Initially, the experimental conditions for the generation of hydrides by HG-FI-ICP
OES were optimized with the aim of developing a method with analytical parameters
suitable for the speciation analysis of Sb(lll) and Sb(V) and As(lll) and As(V). The
optimized parameters were the concentrations of HCI and NaBH4, citric acid and KiI,
radiofrequency source power, carrier gas flow and reaction coils using a standard
solution. With the individual optimization it was possible to notice the similarity of the
methods, which allowed the development of a simultaneous speciation method, which is a
relevant differential in this work in comparison to the literature. After the optimization
study, the figures of merit were evaluated, with emphasis on the quantification limit (LOQ),
ranging from 0.18 to 0.59 ug L.

The development of the method for total Hg determination and Hg (lI) and methyl-
Hg* speciation analysis was based on sample preparation followed by quantification by
CV-FIA-ICP OES. The preparation of the sample was optimized and the conditions
evaluated were HO,, temperature, power and time of ultrasound from the ultrasonic
probe. The concentration of Hg(ll) in the presence of methyl-Hg* allowed to confirm that
the methyl-Hg* was not decomposed, leading to the recovery of Hg (ll) present near
100%, being possible the total determination of mercury, and methyl-Hg*. The recovery
study allowed to evaluate the accuracy, with values between 97.8 and 102.1% with
maximum RSD of 6.5%, indicating that the method for analysis of speciation presents
good precision and accuracy, allowing to infer that the proposed method was suitable for

the speciation analysis of Hg(ll) and methyl-Hg".



1. INTRODUCAO

1.1. Contaminantes

Devido ao constante crescimento das atividades industriais que, associado ao
consumo, producéo e exploracdo de matérias-primas em busca de melhor qualidade de
vida, vem aumentando a geracao de efluentes contaminados por substancias quimicas
como ions metalicos, compostos organicos e sintéticos. Esses efluentes podem
ocasionar poluicdo ambiental, resultando no comprometimento dos sistemas hidricos e
outros ecossistemas (OZCAN et al.,2005; ROSA et al., 2012).

O termo poluicdo é definido como a degradacéo da qualidade ambiental resultante
de acdes que prejudiquem, direta ou indiretamente, a salde, a seguranca e o bem-estar
da populagéo; que crie condicdo adversa as atividades sociais e econdmicas; que afete
desfavoravelmente a biota; que afete as condi¢gbes estéticas e sanitarias e que ocasione
0 descarte de material ou energia em desacordo com os padrées ambientais (ROSA et
al., 2012). A degradacao pode ser ocasionada por qualquer alteracdo quimica, fisica ou
bioldgica que produza uma modifica¢do no ciclo biolégico, interferindo na fauna ou flora
do meio. Dentre as varias formas de poluicdo, destaca-se a de ambientes aquéticos, as
qguais podem provocar alteracfes nas caracteristicas da agua, impossibilitando o seu
consumo e a sua utilizagdo em diversas atividades (AGUIAR et al., 2002).

A poluicdo aquatica pode ser classificada como térmica, sedimentar, biolégica,
radioativa e quimica. A poluicdo quimica, com destague neste trabalho, pode ser
provocada pelo descarte de material biodegradavel ou persistente que, por sua vez, é
caracterizado por ndo sofrer degradacdo biolégica ou quimica, situagdo em que se
encontram as espécies inorganicas (TARLEY e ARRUDA, 2003; ROSA et al., 2012).

Outra grande preocupacao em relacdo as espécies inorganicas, que saopoluentes
comuns resultantes do descarte nos diversos compartimentos ambientais de residuos de
atividades domeésticas, como é o caso de chumbo, mercurio, arsénio, cadmio entre
outros, é a emissdo desordenada desses elementos visto que eles, ainda que em
pequenas quantidades, podem ser acumulados em reservatorios naturais (ALBERTINI et
al.,2007; ROSA et al., 2012; PALANQUES et al., 2016). Além disso, ha o fato de muitas
vezes ndo serem essenciais — que podem afetar a biodiversidade do ecossistema,
eliminar espécies nativas sensiveis ou reduzir a abundancia de espécies por imparidade
reprodutiva e aumento da incidéncia de doencas — e, quando o s&o, apresentam-se
apenas em baixas concentragdes, como é o caso do selénio (OEHME e WOLFBEIS,
1997; SANTOS JR. et al., 2002; JANEGITZ et al., 2007; KIBRIA et al., 2016). Isso implica

em uma grande relevancia na determinacdo dessas espécies em diferentes matrizes,
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principalmente devido a necessidade do monitoramento da contaminacdo ambiental e
também no que se refere a satde humana.

O descarte dessas espécies no meio ambiente € proveniente das mais diferentes
fontes nas quais se enquadram a maioria das atividades econdmicas, além de fontes
naturais. Esses elementos podem ser liberados ou transportados por ambientes
aguaticos elou terrestres, principalmente sob sua forma dissolvida ou particulada
(TOREM e CASQUEIRA, 2003; ROSA et al., 2012).

No ambiente aquatico, as espécies inorganicas sdo encontradas nas mais
diferentes formas: i) em solucdo na forma ibnica; ii) na forma de complexos sollveis
organicos e inorganicos; iii) na forma de hidréxidos, éxidos hidratados ou sulfetos; iv)
retidas em particulas coloidais minerais ou organicas; v) retidas junto ao sedimento ou
incorporadas a biota (AGUIAR et al., 2002).

As diferentes formas quimicas em que os elementos podem ser encontrados, ou
seja, a especiacdo de cada elemento pode alterar os efeitos destes, sejam eles toxicos
ou biologicos. Essas caracteristicas mostram a importancia de se obter informacfes
sobre a especiacdo de cada elemento, visto que na maioria dos casos a toxicidade é
mais dependente da forma quimica do que da concentracéo total do elemento (LI et al.,
2008). Alguns elementos apresentam certas particularidades, especialmente no que diz
respeito a toxicidade de um dado estado de oxidacdo, o que justifica a necessidade do
desenvolvimento de protocolos analiticos devidamente validados. Em decorréncia disso,
segue uma breve descricdo das caracteristicas e informacfes sobre alguns destes

elementos de interesse no presente estudo.

1.1.1. Antimoénio

O antimbnio é um elemento que ocorre naturalmente, sendo encontrado em aguas
naturais em baixas concentracées (1 ug L), exceto em Aguas geotérmicas e areas ricas
em antimonio. Pode existir em varios estados de oxidacao (-1ll, 0, lll e V), além de poder
estar associado a compostos organicos ou coloides. Entretanto, em amostras biologicas
e ambientais, € encontrado principalmente nos estados Ill e V e, em aguas marinhas, do
antiménio total dissolvido a espécie predominante é o metilantiménio (ZHENG et al.,
2000; FILELLA et al., 2002; FAN 2007; FILELLA et al., 2007).

O antimdénio ndo é considerado um elemento essencial para as plantas ou
animais, mas apresenta toxicidade quando em elevadas concentracdes para a maioria
dos organismos vivos. Devido a sua biodisponibilidade, os efeitos toxicolégicos e
biolégicos dependem de sua especiacdo, sendo que os compostos de Sb(lll) sdo

geralmente mais téxicos que Sb(V) (FLORES et al., 2002; FILELLA et al., 2007).



O antiménio tem ainda uma importante utilizacdo na medicina; suas utilizacbes
medicinais datam desde a antiguidade, com destaque a partir de 1912, quando passou a
ser empregado no tratamento de leishmaniose e, posteriormente, de esquistossomose. A
leishmaniose afeta mais de 12 milhfes de pessoas em diversas partes do mundo, com
destaque aos paises de clima tropical como Asia, Africa, América Sul e Central (RATH et
al.,1997; RATH et al.,2003; TRIVELIN, et al., 2006; ALMEIDA, et al., 2007). Sua utilizacao
inicial foi a partir do Sb(lll); porém, devido aos efeitos téxicos e colaterais indesejaveis
associados ao emprego do tartaro emético - tais como intolerancia gastrintestinal e
efeitos cardiotéxicos -, os antimoniais Il foram sendo substituidos por compostos V. No
Brasil, o uso atual é a partir do antimoniato de metilglucamina (apresentado na Figura 1),
sendo obtido do acido antiménico e da N-metilglucamina (FLORES et al., 2002; RATH et
al., 2003; DEMICHELI E FREZARD, 2005).

CH,NHCH,"
|
HCOH
|
HOCH
| (OH),8b,0"
HCOH
|
HCOH
|
CH-.OH

Figura 1. Estrutura quimica de antimoniato de metilglucamina empregado como
droga em tratamentos de Leishmaniose (RATH et al., 2003).

O mecanismo de acao do antiménio em drogas ndo é bem conhecido, porém duas
propostas séo relatadas na literatura. No primeiro mecanismo, o Sb(V) atua como uma
pro-droga, sendo biorreduzido por tidis a Sb(lll) no organismo hospedeiro, na qual o Sbh(lll)
seria a forma ativa e téxica do antiménio (DEMICHELI E FREZARD, 2005; SEBY et al.,
2012). Apesar do efeito ocorrer ap0s a conversdo para a espécie trivalente, o Sb(lll)
residual em drogas antimoniais pentavalentes ndo parece contribuir de forma significativa
para a sua atividade leishmanicida, mas € responséavel pela sua atividade citotoxica
contra células do hospedeiro (SEBY et al., 2012)

Como pode ser observado, a determinagédo total do antimonio ndo fornece
informacfes suficientes para se compreender sua toxicidade, biodisponibilidade e
biotransformacéo (GARBOS et al., 2000; FAN 2007; FILELLA et al., 2007), que s&do
importantes para o estudo de especiacdo desse elemento (HANSEN et al., 2011). Ainda
devido & utilizagdo de compostos de antimdnio no tratamento de doencas, é importante o
desenvolvimento de métodos para especiacdo também para o controle de qualidade
dessas drogas.

O antimbnio é também utilizado em outros seguimentos, pelos quais 0s seres

humanos sdo amplamente expostos a esse elemento e seus compostos a partir de



retardantes de chama, materiais de liga, eletrbnica, vidro, ceramica, catalisadores de
polimerizagéo (JIANG, et al., 2010; WEN et al., 2017).

O processo mais comum para a fabricagcdo de polietileno tereftalato (PET) no
mundo, envolve a policondensacao de tereftalato de dimetilo e etileno glicol, e utilizando
o trioxido de antiménio (JIANG, et al., 2010; SAX, 2010; CHAPA-MARTINEZ, et al.,
2016). A utilizacao deste catalisador pode levar a um teor residual de antiménio (Sb) no
PET entre 100 e 300 mg / kg (CHAPA-MARTINEZ, et al., 2016). Portanto, ha um grande
risco de lixiviagdo de Sb deste material de embalagem em bebidas (SAX, 2010; CHAPA.-
MARTINEZ, et al., 2016).

O antiménio geralmente ndo é facilmente mobilizado no ambiente, mesmo em
locais de fundicdo em que apresentam altas concentracdes de Sb no solo, também tem
sido relatada a baixa biodisponibilidade de Sb em solos, plantas, invertebrados e
pequenos mamiferos (FU et al., 2010). Os fatores de concentragéo biolégica (uma razao
entre as concentragbes de elementos no organismo e a fonte de exposi¢ao) variaram
apenas de 0,003 a 0,34 em areas de fundicdo e mineracao, as quais apresentam elevada
concentracdo desse elemento (TELFORD et al., 2009; FU et al.,, 2010). No entanto,
concentracdes elevadas de Sb sdo encontradas em macroinvertebrados do nivel tréfico
superior de um ecossistema aquatico contaminado pela atividade de mineracéo,
especialmente as espécies sollveis, Sb e metilantiménio (ANDREAE et al.,1981; FU et
al., 2010).

Apesar da distribuicdo do antiménio e de suas diferentes formas quimicas no
ambiente terrestre e aquatico ter uma forte influéncia na sua absorcdo, a
biodisponibilidade e acumulacdo de Sb em ambientes aquaticos permanecem obscuras e
€ necesséria uma investigacdo mais aprofundada para uma melhor compreensédo do
comportamento do Sb nos ecossistemas aquaticos (FU et al., 2010), o que confirma a

importancia de estudos envolvendo esse elemento.

1.1.2. Arsénio

O arsénio é um elemento onipresente, estando amplamente distribuido no meio
ambiente em rochas e solos, o qual resiste ao longo dos anos e esta associado a
minérios de sulfeto e 6xido de manganés ou ferro. Uma parte dele esté fortemente ligada
aos constituintes do solo e s6 pode ser liberada sob condi¢Bes drasticas. Porém, ha outra
fracdo do arsénio que esta associada ao solo e é altamente movel. Devido ao
intemperismo e a lixiviagdo, ocorre a dissolucdo do arsénio, ocasionando contaminacao
de compartimentos aquaticos. O arsénio em aguas naturais ocorre, principalmente, nas

formas inorganicas e nos estados de oxidacdo trivalente (arsenito, AsOs*, As(lll)) e



pentavalente (arsenato AsO.*, As(V)) (BISSEN E FRIMMEL, 2000; LENOBLE et al.,
2003; ULUSOY et al., 2011). Outra fonte de arsénio esta associada a atividades
antropogénicas tais como em aplicacdes agricolas, nas quais é amplamente utilizado na
formulacdo de herbicidas, pesticidas e fungicidas, em industrias de vidro, na medicina e
na producdo de pigmentos, tintas anti-incrustantes, téxteis e em curtumes (BISSEN E
FRIMMEL, 2000; LENOBLE et al., 2003).

A distribuicBo das espécies no ambiente pode ser observada no ciclo
biogeoquimico apresentado na Figura 2; em ambiente natural ocorre principalmente
como o arsenito (HzAsOz) e arseniato (H,AsO4, HAsO,?). A complexacdo de arsénio (Il
e V) por matéria organica dissolvida em ambientes naturais impede sor¢cdo e
coprecipitagdo com compostos organicos e inorganicos de fase sélida, aumentando a
mobilidade do arsénio em sistemas aquaticos e no solo (BISSEN E FRIMMEL, 2003,
YARON et al., 2012).

Devido a agdo bacteriana sobre o arsénio inorganico, os grupos hidroxilas podem
ser substituidos por grupos metilas, gerando metilarsenato (CH3zAsO3%) e dimetilarsenato
((CHs3)2As0y), os quais também sdo encontradas nos solos. A biometilaticdo ocorre em
suspensdes contendo As(lll), As(V), MMA e DMA a pH 6,5 e pH 8,0. Em pH inferior a 5,0,
0 processo de biometilacdo diminui drasticamente (BISSEN E FRIMMEL, 2003, YARON
etal., 2012).

O processo de metilagdo é importante devido a transferéncia de arsénio dos
sedimentos para a coluna de agua em sistemas aquaticos, aumentando a mobilidade do
arsénio no ambiente. A biotransformacdo de arsénio também pode produzir compostos
altamente volateis, tais como arsina (AsHs), dimetilarsina (HAs(CHzs)2) e trimetilarsina
(As(CHa)3) (YARON et al., 2012).
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Figura 2. Ciclo biogeoquimico do arsénio (Adaptado de YARON et al., 2012).

A estabilidade termodindmica das espécies no ambiente aquético é dependente
do potencial redox e pH, conforme pode ser observado na Figura 3. No diagrama é
possivel observar que, em um ambiente aerdbio, o arsénio encontra-se como As(V),
aparecendo como HzAsO, em valores de pH inferiores a 3; no intervalo de pH de 2 a 11,
0 H3AsO, dissocia para H-AsO, e HAsO.+*. Em valores relativamente menores de Eh,
prevalece o arsénio As(lll) como H3AsOs, sendo que até pH préximo de 10 o H3AsOs nédo
se dissocia; acima desse valor aparece como H;AsOsz, HAsO3;>eAsOs* (BISSEN E
FRIMMEL, 2003).
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Figura 3. Diagrama Eh-pH de arsénio em sistemas As-O,-S-H,0, sem a presenca
de microrganismos (BISSEN E FRIMMEL, 2003).

O arsénio esta presente em niveis de ultratracos (ug kg?) e sua funcéo bioquimica
especifica ndo é totalmente bem definida. Algumas evidéncias circunstanciais sugerem
gque esse elemento poderia desempenhar um papel essencial nos seres humanos e essa
observacao esta relacionada ao fato de que uma reducéo na concentracdo de arsénio no
soro sanguineo tem sido correlacionada com lesGes no sistema nervoso central, doencas
vasculares e do cancro (DELGADO-ANDRADE et al., 2003; PIZARRO et al.,2003). Por
outro lado, a maioria dos estudos relatam o potencial toéxico e carcinogénico desse
elemento; quando ha intoxicacbes agudas e cronicas ocorre perturbacdo respiratoria,
gastrointestinal, hiperqueratos, conjuntivite, hiperpigmentacéo, doencas cardiovasculares,
distarbios nos sistemas vasculares periféricos e no sistema nervoso central. Seu carater
carcinogénico esta associado a casos de cancer de pulmao, bexiga, figado, rim e pele
(DELGADO-ANDRADE et al., 2003; TUZEN et al., 2009; TOLEDO et al., 2011).



O carater toxico do arsénio esta fortemente associado a especiacdo desse
composto, sendo que espécies inorganicas sao mais toxicas que as espécies organicas-
o As(lll) € muito mais toxico que o As(V). O As(V) pode substituir o fosfato em vérias
reac6es bioquimicas, ja o As(lll) pode reagir com tiois criticos em proteinas e inibir suas
atividades (LI et al., 2009; TUZEN et al., 2009). Devido a isso é importante e necessaria
sua determinacdo e especiacdo em diferentes compartimentos ambientais,

principalmente em aguas potaveis.

1.1.3. Mercdlrio

O mercuario vem sendo utilizado comercialmente e clinicamente ha séculos. No
passado foi muito aplicado em medicamentos, principalmente em tratamentos de sifilis,
guando foi considerado um marco para a época (CLARKSON et al., 2003; SARTIN E
PERRY, 1995). A utilizagdo do mercurio no tratamento de doencas venéreas iniciou-se
entre os séculos XV e XVI (SARTIN E PERRY, 1995), sendo ainda muito citada em teses
de medicina no inicio do XX, com destaque as teses de Queiroz (1903), utilizando injecéo
de diferentes sais de Hg(l) e Hg(ll), e ao trabalho de Silva (1908), baseado no emprego
de bi-brometo de mercurio, sendo ambos os trabalhos apresentados a Escola Médico-
-Cirurgica do Porto e direcionados ao tratamento de sifilis.

Entre as atividades antrOpicas que utilizam o mercurio estdo indastrias que
realizam a queima de combustiveis fésseis, as de producao eletrolitica de cloro-soda, as
de producao de acetaldeido, as de incineracdo de lixo, de polpa de papel, de tintas, de
pesticidas, de lampadas fluorescentes, as de produtos odontoldgicos e também é usado
na recuperacdo artesanal de ouro (MICARONI et al.,2000; MELAMED e LUZ 2006). O
grande numero de aplicagbes do mercurio ocorre devido as inumeras propriedades
caracteristicas por ser um metal liquido sob temperatura ambiente. Dentre tais
caracteristicas, pode-se citar: expansao volumétrica uniforme em ampla faixa de
temperatura, alta tensao superficial, baixa resisténcia elétrica, alta condutividade térmica,
alto potencial de oxidagdo em relagdo ao hidrogénio e facilidade de formacgéo de
amalgama (MICARONI et al., 2000).

No meio ambiente, o mercurio € encontrado em associacdo a outros elementos,
sendo o enxofre 0 mais comum, com o qual forma o minério cinabre (HgS). O mercario
também é encontrado em outras fontes naturais, como em erup¢des vulcanicas, na
evaporacgao natural e em minas de mercurio (MICARONI et al., 2000) e ainda pode estar
presente nos diferentes compartimentos ambientais e em diferentes formas, seja
orgéanica ou inorganica (MICARONI et al., 2000; BRIGATTI et al., 2005).



Em sua forma inorgénica pode estar em trés estados de oxidacdo, que sdo o
mercurio elementar (Hg) - encontrado principalmente na forma de gas-, ion mercurio |
(Hg2?")- forma pouco estavel em ambientes naturais- e como ion mercurio Il (Hg?*). Em
sua forma organica, o mercurio |l apresenta-se ligado de maneira covalente a radicais
organicos, merecendo destaque o metilmercurio (CHsHg*) e o dimetilmercurio ((CHs)2Hg)
(MICARONI et al., 2000; BRIGATTI et al., 2005). A distribuicdo das espécies de mercurio
no ambiente aquatico é regulada por diferentes processos, sendo eles fisicos, quimicos e

biolégicos, caracterizando o ciclo biogeoquimico desse elemento, observado na Figura 4.
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Figura 4. Ciclo biogeoquimico do mercirio no meio ambiente (BISINOTI e
JARDIM, 2004).

A estabilidade termodindmica das espécies no ambiente aquético é dependente
do potencial redox e pH do meio, conforme pode ser observado pelo diagrama de
equilibrio E/pH (Figura 5). Em condic¢es tipicas de aguas naturais (pH 6-8), observado
pelas linhas verticais finas no diagrama, é dividida em duas regides - oxidante (aerbbica)
e redutora (anaerobica). Na regido oxidante é observada a predominancia de Hg?* na
forma de HgO e Hg(OH). dissolvido (KONYA E NAGY, 2011).
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Figura 5. Diagrama de equilibrio Eh/pH do mercurio em sistemas aquaticos, sem
a presenca de microorganismos (Adaptado de KONYA E NAGY, 2011).

O merclrio e seus compostos sdo poluentes ambientais potencialmente
perigosos, podendo causar diversos danos significativos a saude humana (LI et al.,
2008). A toxicidade do mercurio esta associada ao seu carater cumulativo nos diferentes
compartimentos ambientais, na biota e na cadeia alimentar (MELAMED e LUZ, 2005);
essa toxicidade € variavel entre as diferentes formas, sendo a forma orgéanica
extremamente téxica ndo apenas aos seres humanos como também para toda a biota.
Estudos indicam que o maior responsavel por mortes ndo sao as formas inorganicas que
0 mercurio apresenta, mas sim o metilmercario (MICARONI et al.,2000; WASSERMAN et
al., 2001).

Devido a seu radical organico, o metilmercurio pode entrar rapidamente na
corrente sanguinea, causando danos irreparaveis ao sistema nervoso central. Os
compostos organicos de mercurio sdo lipossolluveis, facilitando sua passagem através
dos tecidos; eles também podem ser absorvidos pela pele e aproximadamente 100% pelo
trato gastrointestinal (MICARONI et al., 2000).

O mercurio pode ocasionar uma variedade de efeitos adversos, sendo o0s
principais neuroldgicos e renais. No caso do sistema nervoso central, tem como principais
sintomas: febre, tosse, fadiga, tremores, distlrbios digestivos e distlrbios nervosos, tais
como ansiedade, cefaleia, depresséo, letargia e perda de memdria. Entre 0s outros
efeitos possiveis, pode-se citar: cancer, problemas respiratérios, cardiovasculares,
gastrointestinais e hepaticos, além de danos sobre a glandula tireoide, sistema
reprodutivos, de desenvolvimento e genotoxicidade (BASTOS e LACERDA, 2004; LI et
al., 2008).

1.2. Legislagbes

A resolucdo n°® 397, de 3 de abril de 2008 do CONSELHO NACIONAL DO MEIO
AMBIENTE (CONAMA) estabelece condi¢cbes e padrBes para langcamento de efluentes
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em corpos aquaticos. De acordo com essa resolucdo, a concentragcdo maxima de arsénio
e mercurio total que pode estar presente em efluentes aquosos é de 0,5 mg L e 0,01 mg
L1, respectivamente (CONAMA, 2008). O CONAMA também é o responsavel por avaliar
a qualidade das aguas, seja para consumo ou outras atividades, bem como por classifica-
las como aguas doces, salinas e salobras, sendo estipulado conforme resolugcdo n° 357
de 17 de marco de 2005. A concentragdo maxima é de 0,005 mg L de antimonio, 0,01
mg L de arsénio e 0,2 ug L** de mercurio para aguas destinadas ao consumo humano
apos tratamento simplificado (Aguas doces, classe 1) (CONAMA, 2005).

A resolucdo 42 de 29 de agosto de 2013 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) estabelece limites méaximos de tolerancia para contaminantes
inorganicos em alimentos e, nesse contexto, estipula um teor maximo de arsénio em
peixes de 1,0 mg kg, em cereais e derivados de 0,3 mg kg* e em vinho de 0,20 mg L?;
jA 0 mercurio em pescada o teor maximo é de 0,50 a 1,00 mg kg™ (ANVISA, 2013). Ja o
Ministério da Saude, de acordo com a portaria n° 2914 de 12 de dezembro de 2011,
estipula padrbes de qualidade para a agua potavel com valor maximo permitido de
antimonio, arsénio e selénio de 0,005 mg L?, 0,01 mg Lt e 0,01 mg L%, respectivamente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Com base nas concentragbes estipuladas pelas normas citadas e,
consequentemente, na elevada toxicidade dos elementos mencionados, pode-se inferir
que as concentragbes permitidas sdo relativamente elevadas frente a outros
contaminantes como o mercurio; além disso, considera-se apenas a concentragdo total
para ambos os analitos neste estudo.

Como foi citado anteriormente, a toxicidade desses elementos varia de acordo
com a forma quimica os quais se encontram e, apesar dessa constatacdo estar bem
difundida no meio cientifico, nas legislagbes brasileiras pouco se relata essa diferenca
com base nas diferentes espécies que podem ser encontradas. De acordo com a nova
resolucdo n® 430 de 13 de maio de 2011 do CONAMA, vém sendo considerados novos
padrBes para o lancamento de efluentes em corpos receptores. Sdo levados em
consideracdo fatores como concentracdo do efluente no corpo receptor, vazbes do
efluente e do corpo receptor e diferenciagdo dos corpos receptores, como por exemplo, o
caso de areas marinhas, que levam em consideracdo estudos de disperséao fisica, a
concentracdo letal mediana (CL50), o fator de toxicidade e, em alguns casos, a
especiacdo de determinados elementos contaminantes, como € o caso do cromo tri e
hexavalente (CONAMA, 2011).

Em virtude da elevada toxicidade, dos baixos niveis de concentracdo e da
variedade dos elementos citados 0s quais podem ser encontrados em meio aquoso,

estudos que buscam o desenvolvimento de métodos analiticos devidamente validados
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para a quantificacdo e especiacdo em meio aquoso sdo de grande importancia.
Adicionalmente, tais métodos permitiriam auxiliar na busca de uma melhor compreenséao
dos efeitos das espécies em diferentes compartimentos ambientais, 0 que seria de

grande valia.

1.3. Técnicas analiticas destinadas a quantificacao

Diversos métodos de quantificagdo de elementos em niveis de tracos vém sendo
desenvolvidos e relatados na literatura (KOBAYASHI et al.,, 2007; SMICHOWSKI E
LONDONIO 2017). As técnicas comumente utilizadas nos métodos propostos para a
determinacdo de elementos quimicos sdo a espectrometria de emisséo ética com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) e a espectrometria de absor¢cdo atbmica (AAS) (LI et
al.,, 2009). Porém, outras técnicas também se apresentam com detectabilidades
adequadas para determinacdo de elementos traco, como € o caso da espectrometria de
fluorescéncia atdmica (AFS) (MOSCOSO-PEREZ et al., 2004) e da espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), sendo associadas a geracao
guimica de vapor ou ainda vaporizacdo eletrotérmica (FENG e FU, 1998; POHL e
ZYRNICKI, 2002; VIEIRA et al., 2005; SUN et al., 2007; BENZO et al., 2011).

1.3.1. Aspectos basicos da técnica espectrometria de emissdo 6ptica com

plasma indutivamente acoplado (ICP OES)

A espectrometria de emisséo 6ptica com plasma indutivamente acoplado- ICP
OES- é uma poderosa técnica analitica baseada nos espectros de emissao Optica que
pode ser utilizada para determinacéo de rotina de 70 elementos com limites de deteccéo
(LOD) na faixa de pg L™ (BOSS E FREDEEN, 2005).

As principais vantagens do ICP OES, em geral, sdo a sua capacidade de
determinacdo multielementar, o maior intervalo dindmico e linear e a menor interferéncia
da fase condensada. Além disso, os casos dos elementos de formacdo de compostos
refratérios, tais como elementos |, P e S, sdo detectados com maior sensibilidade (BOSS
E FREDEEN, 2005; THOMPSON E WALSH, 1989).

No ICP OES, a amostra é geralmente transportada para o instrumento como uma
corrente de amostra liquida e € convertida em um aerossol por meio de um processo
conhecido como nebulizagdo. A amostra na forma de aerossol € entdo transportada para
0 plasma, no qual a alta temperatura provoca a vaporizacdo seguida da volatilizacéo,
atomizacédo, excitacdo e / ou ionizacéo pelo plasma. O mecanismo de excitacdo ocorre

por colisdo com os elétrons e ions do argdnio. Os 4tomos ou ions excitados emitem uma
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radiacao caracteristica, que é recolhida por um fotomultiplicador no espectrébmetro. A
radiagdo € detectada e transformada em sinais eletrbnicos que s&o convertidos em
informagdes de concentracdo para o analista. Uma representagdo da disposi¢ao tipica de
um instrumento ICP OES é apresentada na Figura 6 (BOSS E FREDEEN, 2005;
THOMPSON E WALSH, 1989; GUINE, 1998).

A
Masina Grade de
Emissdo A"ffaﬁo
g = Janela de o <
Bobinas de =O entrada o
inducdo RF — i
= Detector
CCD
Tocha . Introducio Monocromador Echelle
™ de Argdnio
Nebulizador
£ Aerosol n
Cabml.'?ra de da amostra I
RN, i Introduco de | " Amostra
(97%) Argonio Bomba
peristaltica
Bobinas de
inducdo de RF " . .
Tocha - tubos - A tensdo de radio frequencia
de quartzo induzida oscilacdo rapida de ions
de Argon e elétrons - ALTA
Fluxo de gds TEMPERATURA [~ 10000 K)
auxiliar
B Aerosol amostra

egasde ¥

nebulizagdo

0 aerossol da amostra é transportado
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—_— sofre vaporizacdo, dissociacdo,
Fluxo de Argdnio atomizagdo e ionizagdo (~ 6500 K)
tangencial

Figura 6. Diagrama esquematico de um espectrébmetro ICP OES (A) com
observacéao radial (B).

A fonte de plasma tem uma elevada estabilidade; além da capacidade de superar
os efeitos de interferéncia causados pela formacdo de compostos estaveis, € capaz de
excitar diversos elementos que ndo sdo excitados em chamas convencionais e de
proporcionar um aumento da sensibilidade de deteccdo quando comparada com a
fotometria de chama (THOMPSON E WALSH, 1989).

O plasma é um gas parcialmente ionizado, no qual coexistem elétrons livres,
atomos e ions e é onde ocorre transferéncia de energia por radiacdo, conducdo e
aguecimento Joule, entre outros. Para a formacdo do plasma, é necessario fornecer

energia para produzir ions. O mecanismo de ionizacao pode ser térmico, por radiacéo ou



13

por descarga elétrica, sendo a Ultima a mais comum, e dependente da producéo de uma
avalanche de elétrons (GUINE, 1998).

A descarga de plasma indutivamente acoplado utilizada hoje em espectrometria
de emissao Optica € semelhante a descrita por Velmer Fassel (BOSS E FREDEEN,
2005). Nessa configuracdo, o gas argonio é dirigido através de uma tocha constituida por
trés tubos concéntricos feitos de quartzo com entradas independentes de gas. O fluxo de
argénio que flui tangencialmente entre o tubo exterior e o intermediario é o gas
refrigerante ou “gas do plasma” que atua para formar o plasma e prevenir o agquecimento
excessivo da tocha. Uma bobina de cobre (bobina de inducéo) envolve a extremidade
superior da tocha e € ligada a um gerador de frequéncia de radio (RF). Quando a energia
RF (tipicamente 700-1500 watts) é aplicada a bobina de inducéo, uma corrente alternada
oscila a uma taxa que corresponde a frequéncia do gerador. Na maioria dos instrumentos
ICP essa frequéncia é ou 27 ou 40 megahertz (MHz) (BOSS E FREDEEN, 2005).

Para iniciar o processo de formacéo do plasma, usa-se uma fonte de Tesla que
proporciona descarga elétrica na regido de entrada do argdnio do plasma. Esses elétrons
provocam as primeiras ioniza¢des do argbnio. Aumentando-se a energia na fonte de RF,
os elétrons produzidos séo acelerados pelo campo magnético, atingindo energia cinética
elevada. Essa energia é transferida para outros atomos através de colisdes, produzindo
mais ions do gés e elétrons. A adi¢do de energia para os elétrons através da utilizacao de
uma bobina é conhecida como acoplamento indutivo (Figura 7) (BOSS E FREDEEN,
2005; GUINE, 1998).

Figura 7. Secéo transversal de uma tocha, bobina de indugcédo e sequéncia para
formacédo do plasma. A — O gés arg6nio é introduzido através da tocha; B - A energia de
RF é aplicada a bobina de inducdo; C - E gerada uma descarga elétrica (Tesla) que
produz alguns elétrons livres no argbnio; D - Os elétrons livres sdo acelerados pelo
campo de RF, causando mais ionizacéo e formando o plasma; E - O fluxo de aerossol da
amostra produzido no nebulizador € introduzido no interior do plasma (BOSS E
FREDEEN, 2005).
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A emisséo de radiacdo a partir da regido de plasma, conhecidos como a zona
analitica normal (NAZ), € amostrada para a medicdo espectrométrica. Inicialmente, a
zona analitica era a partir do lado do plasma operando no plano vertical. Essa visédo é
referida como radial, ou seja, o espectro é amostrado com um &angulo de 90°
(GREENFIELD, JONES e BERRY, 1694; WENDT e FASSEL, 1965; BOSS E FREDEEN,
2005). No inicio da década de 1990, uma nova zona analitica para o ICP foi
comercializada. O plasma é alterado para uma posi¢ao horizontal e a zona € observada a
partir da extremidade do plasma. Essa configuracdo tornou-se conhecida como visdo
axial, a qual permite uma melhora de até cem vezes nos limites de detecgéo, refletindo
no crescimento de aplicagbes, principalmente na area de ambiental. Recentemente,
instrumentos combinam tanto a viséo radial como a axial, também chamada dupla vista.
Ambas as configuragbes sdo apresentadas na Figura 8 (NHAM, 1999; SILVA et al,
2002; BOSS E FREDEEN, 2005).

w
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Figura 8. Plasma com viséao radial (a) e visado axial (b) (BOSS E FREDEEN, 2005).

1.3.1.1. Sistemas de introduc&o de amostras

A forma mais comum é a introducdo de amostras liquidas ao plasma através da
formacdo de aerossol em um nebulizador; € uma etapa critica e, nhum sistema de
introducdo de amostras, o ideal seria aquele que fornece toda a amostra ao plasma, de
modo que os processos de dessolvatacdo, vaporizacdo, atomizacdo e excitacdo ocorram
de maneira reprodutiva (THOMPSON E WALSH, 1989; BOSS E FREDEEN, 2005;
GUINE, 1998). A formac&o do aerossol, a selecdo de uma por¢do homogénea de gotas e
a conducdo para o plasma sdo de extrema importancia para a obtencdo de bons
resultados. Dentre as propriedades do aerossol, sdo importantes: o tamanho e a
distribuicdo das goticulas, as quantidades de amostra e solvente transferidas para o
plasma e as flutuacdes do sistema de nebulizacdo. A qualidade do aerossol produzido
depende do nebulizador, enquanto que a selecéo da parte do aerossol transferido para o
plasma depende da camara de nebulizacdo. Diversos sistemas de nebulizacao instalados
em camaras de nebulizag&o séo descritos (SHARP, 1988; SCOTT, 1974, GUINE, 1998).
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A maioria dos nebulizadores comerciais para o ICP OES sao do tipo pneumatico.
Esses nebulizadores utilizam um fluxo de gas argdnio de alta velocidade para criar um
aerossol. Dentre os diversos modelos do mercado, o nebulizador concéntrico € o mais
utilizado (Figura 9); nesse nebulizador, a solu¢éo € introduzida através de um tubo capilar
para uma regido de baixa pressdo criada por um fluxo de gas, que é rapidamente
passado a extremidade do capilar. O gas de baixa pressao e alta velocidade combinam
para a producao do aerossol (BOSS E FREDEEN, 2005; SHARP, 1988).

s S
i — _ -— Sample
Argon

Figura 9. Nebulizador pneumatico concéntrico (BOSS E FREDEEN, 2005).

Com o pequeno orificio, esse modelo de nebulizador pode proporcionar uma
adequada sensibilidade e estabilidade; porém esta sujeito a problemas de entupimento,
muitas vezes por solu¢des contendo 0,1% de sélidos dissolvidos (BOSS E FREDEEN,
2005).

Apbs passar pelo nebulizador, o aerossol segue para a camara de nebulizacao,
gue tem como objetivo a remoc¢ao de grandes goticulas do aerossol; o tamanho ideal das
goticulas é de 10 uym (ou inferior) para ser completamente vaporizada. A camara de
nebulizacdo também tem como finalidade suavizar impulsos que ocorrem durante a
nebulizagdo, muitas vezes devido a bombeamento da solugdo. Com os nebulizadores
tipicos, essa gama de goticulas constitui cerca de 1-5% da amostra que € introduzida no
nebulizador; o restante da amostra € recolhido em um recipiente de residuos. Dois
modelos de cAmara de nebulizacdo sdo apresentados na Figura 10 (BOSS E FREDEEN,
2005; THOMPSON E WALSH, 1989; SHARP, 1988).
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Figura 10. Tipos de camaras de nebulizagdo: ciclénica (A) e Scott (B) (BOSS E
FREDEEN, 2005; PETRY, 2005).

Outros sistemas de introducdo de amostras sdo compativeis com o ICP OES,
como a introducdo de amostras sélidas ou gasosas, sendo que a obtengdo de vapores de
amostras pode ser alcancada por diferentes métodos, tais como a vaporizacao

eletrotérmica ou a gerac&o quimica de vapores (GUINE, 1998).

1.3.1.1.1. Geracéao de Vapor Quimico (CVG)

A introducdo direta de amostras gasosas para o plasma indutivamente acoplado
para andlise quimica oferece uma variedade de vantagens sobre as técnicas
convencionais de nebulizacdo, sendo uma delas a capacidade de alcancar relativamente
uma maior sensibilidade. A maior sensibilidade é, principalmente, o resultado da
capacidade de atingir 100% de transporte de analitos para o plasma em comparacao com
cerca de 2-5%, que é geralmente o que é obtido para a introducdo de amostras liquidas
(THOMPSON E WALSH, 1989; TAYLOR, 2001).

A aplicacdo da técnica de CVG €, normalmente, muito restrita; € frequentemente
limitada a um Unico elemento ou, na melhor das hip6teses, a um pequeno grupo de
elementos com propriedades fisicas e quimicas similares. Espécies quimicas volateis do
analito sdo geradas por reagbes quimicas como parte do processo de introducdo da
amostra; sdo estaveis a temperatura ambiente e facilmente transportadas para o plasma
na corrente de injecdo de amostra de Ar. Essa abordagem tem a vantagem adicional
importante de remover simultaneamente componentes potencialmente interferentes a
partir da matriz de amostra (THOMPSON E WALSH, 1989; TAYLOR, 2001).

A CVG converte alguns elementos em compostos volateis através de uma reacao
da amostra em meio acido com um reagente redutor, sendo o mais utilizado o NaBHa,
com o posterior transporte do vapor e quantificacdo (DEAN, 2005; DEDINA E TSALEV,
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1995; TAKASE et al., 2002; POHL, 2004). Dentre os elementos possiveis de serem
determinados, estdo o mercurio e o cadmio por vapor frio, os quais formam atomos livres
na temperatura ambiente; o antimoénio, o arsénio, o bismuto, o germéanio, o chumbo, o
selénio, o tellrio, o estanho e o télio por geracdo de hidretos. Para ambos os casos a
metodologia para a CVG é muito semelhante (DEAN, 2005; THOMPSON E WALSH,
1989; WELZ E SPERLING, 1999). A CVG atualmente pode ser considerada como um
dos procedimentos de derivatizagdo mais populares, visando a determinagdo de
diferentes elementos em ultratragos (D’ULIVO, 2004).

A geracao de hidretos consiste de um método antigo, proposto inicialmente por
Marsh, que sugeriu a determinagédo de arsénio usando esse procedimento; o ensaio de
Gutzeit € uma simplificacdo do ensaio de Marsh. O ensaio de Gutzeit, envolve a
formacdo de arsina gasosa por reacdo do As(lll) com hidrogénio nascente sob a acédo
catalitica do zinco metalico, seguido pela reagdo da arsina formada com cloreto
mercurico, impregnado em papel de filtro (BOBBINS e CARUSO, 1979; PEREIRA et al.,
2002).

Na geracdo das espécies volateis, diferentes reagentes foram sugeridos.
Primeiramente foi utilizada a adicdo de um metal em pdé a amostra 4cida, gerando H.
(Equacdo 1). Entretanto, esses sistemas redutores apresentavam varias limitagdes:
aplicagcdo apenas a geracao de hidretos de As, Se e Sb; sinais analiticos das provas em
brancos elevados; dificuldade em obter os metais com elevado grau de pureza e baixa
reprodutibilidade (DEDINA E TSALEV, 1995; LAJUNEN E PERAMAKI, 2004; TAKASE et
al., 2002).

Zn) + 2H30% @aq) — Zn**(aq) + 2H20() + 2H*g) (Equagéo 1)

A utilizacdo de solucdes redutoras de tetrahidroborato de so6dio (NaBHa4)
estabilizadas em meio alcalino vem se mostrando mais adequada, sendo a reducao
efetivada de acordo com as equacfes 2 a 4 (DEDINA E TSALEV, 1995; LAJUNEN E
PERAMAKI, 2004; POHL, 2004; TAKASE et al., 2002):

NaBHa@aq) + HCl(ag) + 3H200) — H3BO3(aq) + NaClg) + 8H*(g) (Equacéo 2)
8 H*(g) + XM (aq) — XHn (g) + H2(g) (excesso) (Equacéo 3)
8 H*(g) + Hg**(aq) — Hg(g) + H2(g) (excesso) (Equacéio 4)

A equacgdo 3 consiste na etapa de reducdo e producdo do hidreto volatil e a
equacdao 4 refere-se a reducdo do mercurio a mercuario elementar, etapa essa conhecida

como geracgéao de vapor frio.
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Uma segunda hipétese envolvendo o NaBH4 mostra que os hidretos sédo formados
através de reacdes com intermediarios do BH4', conforme equacado 5, que foi proposta
com base em evidéncias experimentais e consiste em reagfes primarias e secundarias
(D’ULIVO, 2004; D’'ULIVO et al., 2005).

A e B sao reagOes primérias que levam a formagéo do hidreto. Em A, tem-se a
formacdo de um intermediario de reacéo- llla-, o qual é um possivel complexo do boro
(borano) que contém o analito (M). Na reacdo B, ocorre a transferéncia do hidrogénio da
espécie de boro para o analito. No reagente |, tem-se um complexo do analito (M) com
espécies ligantes presentes na matriz da reacao (Y = H.O, OH", CI, etc.), o qual reage
com I, que séo espécies que contém o boro ligado a um hidrogénio e ligantes- LsBH (L =
H-, H,O, OH, CI, etc.) - formados a partir da hidrélise do BH4- matriz de reacao- e esta
presente em excesso em relagcdo ao analito. A transferéncia direta de atomos do
hidrogénio ligados ao boro para o analito ocorre através da reorganizacdo do
intermediario de reacdo- llla- levando a formacdo de um novo intermediério- Illb-
contendo um &tomo de hidrogénio e substituindo o grupo ligante Y. Esse novo
intermediario de reacado passa pelas reagfes A e B formando um novo intermediario, llic,
e assim sucessivamente até todos os ligantes originalmente ligados ao analito M serem
substituidos pelo hidrogénio até obtengao do hidreto volatil IV (D’'ULIVO et al., 2005).

@ (1D (Illa) a3 1) (Equacéo 5)

MY, + L;BH +— mtermediaro —* Y, MH —* Y,. — MH,

(Ib) (Ille)

A utilizacdo de solucdo de NaBH4 apresenta algumas vantagens, tais como maior
eficiéncia, maior reprodutibilidade, cinética de reacdo mais definida, além de possibilitar a
automacdo. Esse redutor é, hoje, o mais amplamente empregado para a geracdo de
hidretos tanto para sistemas em batelada como por injecdo em fluxo em qualquer que
seja o método posterior de detecgédo. E importante para a sua utilizag&o tanto uma prévia
otimizacdo da concentracdo da solucdo para o elemento de interesse como para o
equipamento utilizado (TAKASE et al., 2002).

O transporte das espécies volateis pode ocorrer de dois modos: coleta ou
transporte direto, os quais apresentam diferentes configuracdes, conforme observado no

esquema da Figura 11.
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Figura 11. Métodos de geracao de vapores (DEDINA E TSALEV, 1995).

7

No sistema de coleta, toda a amostra é reduzida em um gerador de
hidretos/vapores e as espécies volateis formadas sdo transportadas numa corrente de
gas transportador para um dispositivo de deteccdo (LAJUNEN E PERAMAKI, 2004;
TAKASE et al., 2002). No modo de transporte direto, que € o mais utilizado, ocorre em
sistema de fluxo continuo (sistemas em fluxo continuo ou analise por injecdo em fluxo),
no qual a amostra e outros reagentes sdo bombeados por bombas peristélticas
separadamente e misturados continuamente numa juncdo em que as espécies volateis
sdo formadas. Os produtos de reacdo, gasosos e liquidos, sdo transportados com um
fluxo de géas transportador para um separador de gas-liquido e a mistura de gas entra no
atomizador (LAJUNEN E PERAMAKI, 2004; TAKASE et al., 2002).

E de grande importancia a utilizacdo de um separador de fase adequado nos
sistemas envolvendo sistemas em fluxo e diferentes tipos de sepradores séo propostos
na literatura. E extremamente importante que o separador géas-liquido seja grande o
suficiente para evitar que o liquido e a formacédo de espuma ao longo de goticulas da
solucdo cheguem ao sistema de deteccdo. Por outro lado, deve ser pequeno de modo
gue a solucéo seja removida rapidamente e, acima de tudo, o volume morto deve ser tao
pequeno quanto possivel para garantir uma boa sensibilidade (LAJUNEN E PERAMAKI,
2004; WELZ E SPERLING, 1999). Diferentes separadores sdo apresentados na Figura
12, sendo que o da Figura 12c (membrana permeavel ao gas) merece destaque, pois €
um modelo semelhante ao utilizado neste trabalho; ele pode ser preenchido com pérolas
de vidro para reduzir ainda mais o volume morto e provou ser particularmente adequado
(WELZ E SPERLING, 1999). Neste separador, a mistura de reacdo e gas de arraste
ocorre antes da entrada no separador (LAJUNEN E PERAMAKI, 2004).
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Figura 12. Diferentes separadores gas-liquido. a -sistema de transbordo; b -
separador de U-tubo; ¢ -separador de fases para sistemas Fl (Adaptado de WELZ E
SPERLING, 1999).

As principais vantagens da CVG acoplada ao ICP OES sédo (LAJUNEN E
PERAMAKI, 2004; TAKASE et al., 2002):
e Separacgdo prévia da matriz potencialmente interferente;
e Alta eficiéncia de introducdo da amostra, podendo-se chegar a 100% e com
um vapor homogéneo;
e A seletividade aumentada por causa da reducdo significativa dos
interferentes;
e Obtencédo de melhores LOD;
e Determinagéo simultanea dos analitos;

e Possibilidade de estudos de especiagéo.

A obtencdo de melhores LODs esta associada a maior introdu¢cdo de amostra ao
plasma e ao fato de que a energia normalmente necessaria para 0 processo de

dessolvatagdo e vaporizagdo de um metal em uma amostra liquida esta, portanto,
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disponivel no plasma para decomposicdo da espécie quimica volatil, melhorando a
sensibilidade e o limite de deteccdo (LAJUNEN E PERAMAKI, 2004).

O sistema de CVG também apresenta algumas limitacdes, de acordo com a
literatura (LAJUNEN E PERAMAKI, 2004; TAKASE et al., 2002):

e A cinética de geracdo do vapor pode ser afetada por fatores fisicos
associados a solucao, tais como viscosidade e densidade;

e O pH e as concentracdes dos reagentes podem ser criticos para alguns
elementos;

¢ Os estados de oxidacdo ou a forma quimica do analito sdo criticos;

e A suscetibilidade a interferéncias por concomitantes existentes na solugéo
para determinacdo espectrométrica que possam impedir a reagcdo de

geracao de vapor ou sua purga eficiente da solucao.

1.3.1.2. Interferéncias

As interferéncias possiveis para ICP OES séo classificadas em “espectrais” e “ndo
espectrais” (BOOS E FREDEEN, 1997; THOMPSON, 1989). Interferéncias espectrais
(também conhecidos como interferéncias de fundo) encontrados na ICP OES podem ser
separadas em quatro categorias diferentes, sendo elas deslocamento simples da
radiacao de fundo (background), alteracdo da radiacdo da linha base préximo da linha do
elemento de interesse, sobreposicdo espectral total ou parcial e radiacdo de fundo
complexa (BOOS E FREDEEN, 1997).

As interferéncias podem ser ocasionadas por situagdes distintas; para eliminar ou
corrigir essas interferéncias, diferentes procedimentos podem ser adotados, tais como
separacdo quimica do elemento interferente, escolha de um comprimento de onda
alternativo ou ainda corre¢fes matematicas (BOOS E FREDEEN, 1997).

Existe um quinto tipo de ‘“interferéncia" espectral, mesmo que nao atenda a
definicdo para esse tipo interferéncia e que ocorre por ser a mesma para ambos o0s
padrdes e amostras: é a interferéncia de absorcdo, a qual surge quando parte da
emissdo de um analito é absorvida antes de atingir o detector. Essa interferéncia
apresenta duas causas possiveis: a primeira ocorre abaixo de 190 nm devido a presenca
de oxigénio em espectrdbmetros sem vacuo ou ndo purgados; a segunda quando a
concentracdo elevada de um elemento provoca uma elevada emissdo e 0s atomos ou
ions desse elemento -0s quais estdo no estado transi¢cdo de energia mais baixa que a de
interesse -absorvem quantidades significativas de radiacdo emitida pelos &tomos ou ions

excitados. Esse segundo efeito € conhecido como autoabsor¢édo e geralmente determina
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o limite superior da faixa linear de trabalho. Linhas de emisséo e intervalos de trabalho
devem ser escolhidas para evitar essas interferéncias de absor¢cdo (BOOS E FREDEEN,
1997).

As interferéncias ndo espectrais podem ser identificadas através de uma mudanca
na inclinacdo da curva analitica pela presenca da matriz (efeito de matriz). Estédo
associados ao transporte, nebulizacdo e condicbes de excitacdo da amostra no plasma.
Essas interferéncias podem ser minimizadas por diferentes abordagens (GUINE, 1998):

. Uso da matriz para o preparo da amostra que contenha matrizes constantes,
mantendo a solu¢do padrdo com as caracteristicas mais proximas da amostra,;

. Procedimentos que envolvam a separacdo de matriz para situacdes de baixa
concentragéo do analito;

. Utilizagdo de padréo interno, que deve ser um elemento que néo esteja presente
na amostra, além de andlise prévia da amostra sem a adicao;

. Métodos envolvendo adicao de padrdo; nesse caso € analisada a amostra antes e
depois da adicdo do elemento de interesse em concentracao conhecida;

o Diluicdo da amostra para os casos envolvendo elevada quantidade de solidos-
acima de 5%;

. Uso de maiores valores de poténcia de RF associados a uma mistura de gas
argdnio e oxigénio para a nebulizagdo em amostras com elevada quantidade de matéria

organica.

1.4. Analise de Especiacao

Com frequéncia, séo utilizados métodos analiticos para a quantificacdo de
elementos, principalmente quando o objetivo do desenvolvimento é de determinar a
concentragdo total deles. No entanto, cada vez mais vem sendo reconhecida a
importancia da obtencéo de informag6es sobre as formas fisico-quimicas dos elementos,
necessarias para compreender a reacdo de diversos elementos, como por exemplo em
processos ambientais (LUND, 1990).

A especiacao de um elemento foi apresentada iniciamente por Florence - 1982 -
como a determinacdo das concentracdes das formas fisico-quimicas individuais do
elemento em uma amostra que, em conjunto, constituem a sua concentracdo total. As
formas fisico- -quimicas individuais incluem compostos gasosos, formas sélidas ou
fases e formas dissolvidas, dependendo da natureza da amostra (FLORENCE, 1982;
LOON E BAREFOOT, 1992).
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O termo andlise de especiacdo também foi recomendado pela IUPAC através do
trabalho de TEMPLETON et al., 2000, o qual define o termo em questdo juntamente com
outros como:

o Espécies quimicas relacionadas com o elemento quimico: forma especifica de um
elemento definido como a composicao isotopica, estado eletrdnico ou oxidacédo e / ou
complexo ou estrutura molecular;

o Andlise de especiacdo, sendo relacionado a quimica analitica: atividades de
andlise de identificacdo e/ou determinacédo das quantidades de uma ou mais espécies
guimicas individuais de um elemento quimico numa amostra;

. Especiagdo de um elemento; especiacdo: Distribuicio de um elemento entre
espécies quimicas definidas em um sistema;

) Fracionamento: Processo de classificacdo de um analito ou grupo de analitos a
partir de uma determinada amostra, de acordo com as propriedades fisicas (por exemplo:
tamanho, solubilidade) ou quimicas (por exemplo: ligacédo, reatividade).

Anteriormente, a determinacdo das concentracdes totais de elementos era
considerada suficiente para consideracdes clinicas e ambientais. Embora a concentracao
total de um elemento ainda seja util e essencial em muitos esquemas de andlise, a
determinacgédo individual das espécies € uma tarefa importante. A concentracdo de uma
espécie toxica € mais relevante no estabelecimento de normas ambientais e clinicas do
gue a concentracdo elementar total. Por isso, os quimicos analiticos sdo confrontados
com problemas muito dificeis na aquisicdo de dados precisos sobre espécies toxicas
(LOON E BAREFOOT, 1992). Em decorréncia disso, € questdo da maior relevancia a
determinacéo individual das espécies devido ao fato de que esse conhecimento pode ter
implicacdes diretas ou indiretas com uma das questbes mais relevantes da Quimica
Ambiental moderna, que é a toxicologia humana ou ambiental, a qual se reflete em
guestbes de saude publica (MOZETO E JARDIM, 2002).

Os métodos desenvolvidos para a andlise de especiacdo apresentam, dentre as
técnicas mais empregadas, a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(QIU et al., 2006; DRESSLER et al.,, 2011) e a cromatografia de ions (IC) (ZHANG e
FRANKENBERGER Jr., 2001; MIEKELEY et al., 2005; CHEN et al., 2008) que, quando
acopladas as técnicas de quantificagdo como o ICP-MS apresentam muitas vantagens,
tais como grande seletividade, faixa linear adequada e baixos limites de quantificacdo
(QIU et al., 2006; DRESSLER et al., 2011).

Dentre os métodos ndo cromatograficos de separacdo utilizados em estudos de
especiacdo, podem ser citados extracdo por solventes, coprecipitacdo, extracdo em
ponto nuvem, extracdo em fase sélida; eles sdo combinados com diferentes técnicas de

deteccao, como ICP OES e ICP-MS, com destaque para as técnicas de Espectrometria



24

de Absorcao Atbmica por atomizacdo em chama (FAAS) ou por atomizacédo eletrotérmica
(ETAAS) (NAJAFI et al., 2010; LOPES-GARCIA et al., 2017).

Métodos eletroanaliticos também apresentam potencial no estudo de especiacao,
dentre os quais merecem destaque estudos com o0 uso de eletrodos modificados
(PUNRAT et al.,, 2013), voltametria de redissolucdo anddica (PALDYNA et al.,, 2013;
PUNRAT et al., 2013; SONG E SWAIN, 2007).

Diversos trabalhos apresentados na literatura vém utilizando sistemas de geragéo
guimica de vapor em estudos de especiacdo de diferentes espécies (ALONSO et al.,
2008; TUZEN et al., 2009; MACEDO et al., 2010; MARINS et al., 2002; DIAZ-ALARCON
et al., 1996; FLORES et al.,2002; SERAFIMOVSKI et al., 2008). Para que seja possivel,
etapas prévias sdo agregadas ao método; ou seja, processos de reducdo, oxidacdo e
mineralizacdo s&o0 necessarios, porém podem aumentar as possibilidades de
contaminagdo ou perda do analito (DIAZ-ALARCON et al., 1996; ZHANG e
FRANKENBERGER Jr., 2001; QIU et al., 2006; ALONSO et al., 2008; TOLU et al., 2011).
Dentre as diversas possibilidades para a quantificacdo de espécies que formam hidretos
ou o elemento como atomos livres, como o Hg, as técnicas de AFS, AAS e ETAAS sdao
as mais largamente utilizadas (ZHANG e FRANKENBERGER Jr., 2001; QIU et al., 2006;
TOLU et al., 2011).

2. JUSTIFICATIVA

A grande geragdo de residuos industriais contendo espécies de elevada
toxicidade vem contribuindo de forma significativa para a contaminacdo dos diversos
compartimentos ambientais. As diferentes espécies originarias de um mesmo elemento
guimico podem apresentar graus de toxicidade variaveis, conforme relatado na literatura,
0 que tem alavancado consideravel interesse em estudos focados em andlise de
especiacdo nos ultimos anos. Nesse sentido, o desenvolvimento e avaliagdo das figuras
de mérito de métodos analiticos voltados para a quantificacdo desses elementos e,
principalmente, a diferenciacdo das possiveis espécies vem sendo de grande valia
atualmente. Isso propicia uma melhor compreensdo do comportamento desses
elementos e das suas respectivas espécies nas diferentes areas do conhecimento, o que

até pouco tempo vinha sendo negligenciado.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Desenvolver métodos para a analise de especiagdo quimica de Sb e As por

geracdo de hidretos e Hg por geragédo de vapor frio e deteccdo com Espectrometria de
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Emissdo Otica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES), associado a sistemas

em fluxo, com aplica¢Bes para amostras de 4gua e/ou alimentos.

3.2.  Objetivos Especificos
Visando a atingir o objetivo geral acima, as seguintes etapas deverdo ser
cumpridas:

o Implementar as condi¢fes instrumentais adequadas para a aplicacdo da técnica
de ICP OES por geracao quimica de vapor em sistemas em fluxo para a quantificacdo de
Sb, As, Hg e Metil-Hg*;

o Otimizar as condicdes, de modo que seja possivel a especiacdo dos diferentes
elementos;

o Avaliar figuras de mérito dos métodos de quantificacdo e especiacdo com base
em normas do INMETRO;

o Avaliar a possibilidade de quantificacdo e/ou especiacdo em matrizes ambientais

e em matrizes de alimentos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes

. Acido cloridrico 0,25 — 5,0 mol L* (Merck, 37% m/m)), utilizado como solugéo
transportadora;

o Acido citrico 2,5 — 10,0 % (m/v) (Vetec, 98% m/m), utilizado como agente
complexante;

o Acido nitrico 10,0 % (v/v) (Vetec, 65% m/m), para a limpeza de vidrarias;

o Borohidreto de sodio 0,1 — 1, % (m/v) (Merck, 98% m/m), utilizado como agente
redutor;

o Cloreto de metil-mercurio (Aldrich) para o preparo de solugéo padréo;

o Cloreto de mercurio (ll) (Vetec, 99 % m/m), para o preparo de solu¢éo padréo;

o Detergente alcalino (Detertec) 3,0 %, para a lavagem de vidrarias;

o Gas arg6nio, comercial (White Martins 99,998%) previamente purificado;

) Hidroxido de sodio 0,1 % (m/v) para a estabilizacdo do NaBH;

o lodeto de potassio 1,0 — 10,0 % (m/Nv) (Vetec, 99% m/m).utilizado como pré-
redutor;

o As,03 (Merck, 99% m/m).para o preparo de solucdo padrao;

o Peroxido de hidrogénio (Merck, H202 30 % (V/V));
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o Solugcéo padrdo de Sb(lll) 1000 ug L* para absorcdo atdmica em meio de HCI
24% (viv);

o Solugcéo de SbCls (Carlos Erba, 99% (v/v)) diluida em HNO3; 6,0 mol L (Carlos
Erba, 65%);

. Solugéo padréo de As(V) 1000 ug L™ em meio de HNO3 0,50 mol L (Merck).

4.2. Equipamentos e Materiais

o Balanca analitica com precisao de + 0,1 mg, da marca Bel, modelo UMark 250A;

. Banho de ultrassom;

o Bomba peristaltica de quatro canais da marca Ismatec, modelo 78016-30;

o Filtro de hélio: Purificador ExcelaSorb modelo 27600-U;

o Purificador de &gua Millipore modelo Simplicity, dotado de lampada UV,

proporcionando agua com resistividade superior a 18 MQ cm;

o Micropipetas com volume variavel da marca Labmate;

. Sistema de digestédo por micro-ondas, Start D, Milestone;

) Sistema de osmose reversa (Marca Quimis, Q842-210);

o Sonda ultrassoénica, equipamento UNIQUE, frequéncia ultrassénica de 20 KHz;
o Tubos Tygon®;

. Tubos de Teflon®, 0,8 mm de diametro interno.

4.2.1. Confeccado de materiais

Comutador de acrilico, produzido no CENA-USP, que foi acoplado a um
separador de fases no qual foram conduzidas as reagbes quimicas de redugdo dos
elementos de interesse, bem como a separacéo da fase vapor e subsequente conducdo
ao plasma do ICP OES. Esse separador de fases foi construido em vidro na oficina
hialotécnica do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana (DQUI-
UFPR).

4.3. Quantificacéo das espécies de interesse

Para as determinagfes e especiacdo foi utilizado um espectrometro ICP OES, da
marca Thermo Scientific, modelo iCAP 6000. A configuracdo empregada foi axial e os
comprimentos de onda da linha de emisséo utilizados foram: 206,833 (I) e 217,581 (I) nm
para o Sh; 189,042 (1) e 193,759 (I) nm para As;194,227 (I) nm para o Hg.

O sistema para a geracdo de hidretos foi constituido por um conjunto de

confluéncias na forma de “Y” em acrilico, tubos de Teflon® ou polietileno com didmetro
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interno de 0,8 mm para o percurso analitico ou uso em bobinas de reacéo, separador de
fases gas/liquido e bomba peristéaltica, conforme apresentado na Figura 13, sendo esta
configuracdo obtida apds otimizacdo do sistema para a determinagéo de Sb e As. Para a
determinacéo do Hg por geragéo quimica de vapor, o sistema ja havia sido otimizado em
um estudo anterior — Cuc 0,10 mol L, NaBH4 0,05 % (m/v) em 0,1 % (m/v) de NaOH,
vazdo de HCI, NaBH; e Ar 16 mL min?, 1,0 mL mint e 120 mL min?, respectivamente e
volume de amostra 500 pL (DOS SANTOS et al., 2012).

Plasma
Argdnio
a) Bomba . )
peristaltica epara orx
1. AMOoStra prm—— gas/liquido
; Y ¥ Bl
T
2. Reagentes ,[ Y ]
Bomba
SR 5 peristaltica
\ Boblna§ de
reacao
Residuo
b) ——-———-—_—gafa;}p—ara—ozla;m;—-_-

<—Qf8 mm Entrada da mistura

/(Q'dm
NS

/;0 mm

X

45 mm

20 mm

Figura 13. Esquema do sistema em fluxo e geracéo de hidretos (a); separador de
fases (b).

Na Figura 13, a bobina de reacdo B1 (50 cm) estd localizada apés a entrada da
amostra e do complexante/pré-redutor, com a finalidade de garantir a reacdo por
completo; a bobina B2 (34 cm) tem a finalidade de garantir um maior tempo de contato
entre o analito e os subprodutos da hidrélise acida do redutor. Em relacdo as bombas
peristalticas, a primeira controla a entrada dos reagentes e amostra, mantendo a vazao

de 2,0 mL min?; a segunda controla o dreno com uma vazéo de 16,0 mL min™.

4.3.1. Otimizacdo das condicOes experimentais

Na etapa inicial do trabalho foram considerados os parametros mais criticos e

passiveis de otimizacdo, sendo estudados: vazdo do gas de nebulizacdo (Ar), poténcia
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de radiofrequéncia, numero de bobinas de reacdo, concentracdo da solucdo
transportadora (HCI), agente redutor (NaBH.) e os reagentes utilizados para a especiacao
do Sb(lll)/Sb(V), As(lll)/As(V), Hg/Metil-Hg. Os reagentes utilizados foram: pré-redutor
(KI), o complexante (acido citrico), o H202 e o HCI. Todas as determinagbes foram
realizadas em triplicata e os parametros e intervalos de estudos em cada método (As, Sb
e Hg) estdo apresentados nas Tabelas 1 — 3.

Para a otimizacdo do método de especiagdo do antiménio foram avaliados a
vazdo do gas de nebulizagdo (Ar), as concentracdes do reagente carreador — &cido
cloridrico (HCI) — que também é importante na formacgdo do hidreto, do redutor —
borohidreto de sodio (NaBH.) —, o &cido citrico como agente complexante que tem a
finalidade garantir a geracdo de hidretos por apenas umas das espécies (Sb(lll)), a
utilizacdo de um pré-redutor — no caso o iodeto de potassio (KI) — responséavel pela pré-
reducdo do Sb(V) a Sb(lll), visto que a gerac¢do de SbH3 ocorre, preferencialmente, para
0 estado de oxidacéo Ill. O parametro instrumental — poténcia de radiofrequéncia — e o
namero de bobinas de reacao, foram avaliados durante a otimizagcdo do método para
antiménio, e a condicdo otimizada foi utilizada nos demais métodos propostos. Os

intervalos avaliados estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Par@metros avaliados durante o estudo de otimizagdo do método para Sb.

Parametros Intervalos
Poténcia de Radiofrequéncia 1100 — 1300 W
Vazao do Gas de nebulizacéo (Ar) 0,12 - 0,70 L min*
Bobinas de reacdo 2
HCI 0,25-1,0 mol L?
NaBH4 (em 0,10 % (m/v) de NaOH) 0,10 - 0,75 % (m/v)
Acido Citrico 2,5—10,0 % (m/v)
Kl 1,0 -6,0 % (m/v)
Solucéo de Sb(lll) e Sh(V) 100,0 pg L*

Em relacdo a otimizacdo do método de especiacdo do arsénio foi realizada de
maneira semelhante — reagentes e concentracfes — ao antiménio. Foram avaliados a
vazdo do gas de nebulizacdo (Ar), as concentracBes do reagente carreador — acido
cloridrico (HCI) — que também é importante na formacao do hidreto, do redutor (NaBH4), o
acido citrico como agente complexante ou como meio tamponante e em ambos os casos
tem a finalidade garantir a geragdo de hidretos por apenas umadas espécies (As(lll)), a
utilizacdo de um pré-redutor — no caso o Kl e o HCI — responsavel pela pré-reducédo do
As(V) a As(lll), para garantir a méxima formag&o do hidreto a partir de um Gnico estado

de oxidacdo no caso, o As(lll). Os intervalos avaliados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Par@metros avaliados na otimizagdo do método para a analise de especiagéo
de As.

Parametros Intervalos
Vazao do Gas de nebulizacéo (Ar) 0,12 - 0,70 L min*
HCI 0,50-1,0 mol L?
NaBH,4 (em 0,10 % (m/v) de NaOH) 0,20 - 1,0 % (m/v)
Acido Citrico 10,0 - 40,0 % (M)
pH do &cido citrico 30e45
Kl 1,0 - 50,0 % (m/v)
HCIl — etapa de pré-reducéao 0,50 - 5,0 mol L
Solucdes de As(lll) e As(V) 100,0 pg L*

No caso do mercurio, 0 método de quantificacédo ja foi desenvolvido em trabalho
anterior (DOS SANTOS et al., 2012). Dessa forma a etapa de otimizagéo foi focada no
preparo de amostra, onde foram avaliados a utilizacdo do peréxido de hidrogénio (H20?)

gue tem a finalidade de liberar o Hg(ll) presente no metil-Hg*, controle da temperatura
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para avaliar possiveis perdas do merculrio - visto a alta volatilidade deste elemento-,
poténcia e tempo de utrassom, importante na liberacdo do Hg(ll). Os intervalos avaliados

estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros avaliados para o desenvolvimento do método para andlise de
especiagao de Hg.

Parametros Intervalos
H20: 0,297 — 1,429 % (v/v)
Temperatura 0°Ce?21°C
Poténcia do ultrassom 100 — 500 W
Tempo de ultrassom 1-5min

4.3.2. Coleta e preparo das amostras

Para a etapa de validacdo do método proposto foram coletadas amostras de arroz
branco, adquirido no comércio de Joinville e proveniente da producéo local. As amostras
de agua foram coletadas no estuério de agua salgada de Joinville-SC, conhecido como
Baia da Babitonga, e no cérrego localizado no Bairro Vila Nova, localizado na mesma
cidade. Elas foram coletadas segundo o procedimento apresentado no Guia nacional de
coleta e preservagdo de amostras: agua, sedimento, comunidades aquaticas, efluentes
liguidos (CETESB e ANA, 2011). As amostras de agua foram coletadas em frascos
ambar,previamente limpos e ambientados com a amostra, estes foram totalmente
submersos de modo a garantir que ndo permanecesse ar no interior do frascos. Apés a
coleta, os frascos foram transportados em bolsa térmica com gelo para garantir a
temperatura de 4 °C até a chegada no laboratério. As amostras foram preservadas em
frascos de ambar e refrigeradas (4 °C) até o momento da andlise, o tempo entre a coleta
e a andlise foi inferior a 24 h. Amostras de agua mineral com e sem gas foram adquiridas
no comércio de Curitiba-PR.

Os estudos de recuperacgdo, para as amostras de agua, foram realizados por meio
de fortificacdes, ou seja, na adicdo de solu¢des com diferentes concentracfes do analito
de interesse em cada caso (As (Ill) e As (V), Sb (lll) e Sb (lll), metil-Hg* e Hg (l1)),
seguida pela determinacdo da concentracdo do analito adicionado, A porcentagem de
recuperacdo foi calculada comparando a concentragcdo presente, levando em
consideracdo a concentracdo adicionada e a presente na amostra sem adicdo de
solucdo, e a concentracdo determinada.

A amostra de arroz foi preparada seguindo diferentes procedimentos, todos

visando a especiacao de arsénio. Os procedimentos foram:
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Extracdo assistida com micro-ondas (MAE) — Aliquotas de 0,150 g de amostras
foram adicionadas em tubos de digestdo juntamente com 10,0 mL de agua ultrapura. Os
tubos foram fechados e mantidos a 80 °C por 6 min; apds esse periodo, as amostras
foram resfriadas em temperatura ambiente. As suspensdes foram centrifugadas a 3000
rpm durante 5 min e o sobrenadante filtrado em membrana com abertura de poro de 0,45
pum (BRISBIN e CARUSO, 2002; NARUKAWA et al, 2008; LEUFROY et al., 2011;
SANTOS et al., 2013).

Extrac@o por ultrassom — Aliquotas semelhantes ao procedimento anterior foram
adicionadas em tubos de polipropileno e colocadas em banho de ultrassom por 1 h a 25
°C. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas por 5 min e o sobrenadante
fitrado em membrana com abertura de poro de 0,45 um (BRISBIN e CARUSO, 2002;
NARUKAWA et al, 2008).

Extragdo assistida por ultrassom — Aliquotas ao redor de 1 g de amostras foram
adicionadas em tubos de polipropileno com 10 mL de Triton X-114 0,10 % (m/v). As
suspensdes foram sonicadas por 10 min e centrifugadas a 3000 rpm por 10 min. O sélido
resultante foi separado e adicionado a um volume de 10 mL de EDTA 0,10 % (m/v),
seguido de centrifugacdo por 3000 rpm, durante 10 min. Ambos os sobrenadantes foram
homogeneizados para a determinacgéo de arsénio (REYES et al., 2007).

Todos os procedimentos de extracdo foram realizados nas amostras com e sem
adicdo de solugcédo em diferentes concentragdes do analito de interesse (As(lll) e (As(V)).
Essa etapa teve como objetivo garantir que todas as espécies presentes fossem
submetidas as mesmas condicBes, permitindo verificar perdas ocasionadas por
conversao entre as espécies durante os procedimentos de extragdo. A porcentagem de
recuperacao foi calculada levando em consideracdo as concentracfes presentes, que
consiste na concentracdo adicionada e a concentracdo presente na amostra sem a

adicdo de solucdo de concentragcdo conhecida, e as concentracdes determinadas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacao das condi¢gdes para a determinac¢ao de Sb

5.1.1. Poténcia de radiofrequéncia

Em ICP OES com configuracédo axial, o sinal correspondente a concentracdo do
elemento e da relagdo sinal-ruido é diretamente dependente da transferéncia de energia
do plasma para os analitos e do tempo de residéncia das espécies no plasma
(CHAUSSEAU et al., 2000).
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Desse modo, 0 primeiro parametro investigado foi o impacto da poténcia de
radiofrequéncia no sinal analitico. Foram avaliados quatro valores diferentes e o0s

resultados podem ser observados na Figura 14.
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Figura 14. Otimizacdo da poténcia de radiofrequéncia (vazdao do gas de
nebulizagéo 0,12 L min'l; CSb(IlI) 100,0 Mg L'l; CnNaBH4 0,10 % em 0,10 % de NaOH; CHal
0,75 mol L%; vazdes de reagentes e amostras 2,0 mL min; n=3; 217,581 (I) nm).

Como pode ser observado, maiores valores de radiofrequéncia levam a um
aumento no sinal analitico, resultado coerente com a dependéncia da transferéncia de
energia relatada anteriormente (CHAUSSEAU et al., 2000). Nao foram considerados
valores acima de 1300 W, pois esse valor esta muito proximo do maximo permitido pelo
equipamento utilizado (1350 W). Considerando o incremento no sinal com o aumento da
radiofrequéncia e valores de estimativas de desvio padrdo aceitaveis, os estudos

posteriores foram realizados utilizando-se uma poténcia de radiofrequéncia de 1300 W.

5.1.2. Vazao do gas de nebulizacao

Na otimizacdo deste parametro, foram avaliadas as vazdes de argonio entre 0,12
e 0,70 L min?; os resultados sdo apresentados na Figura 15. Para este estudo foram
utilizadas solucdes de Sb total 200 ug L?, que consiste em uma solucdo contendo Sh(lll)

e Sb(V), ambas em concentracdo de 100 ug L%, e solugdo de Sb(V) 100 ug L.
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Figura 15. Otimizacéo da vazao do gas de nebulizacdo (RF 1300 W; Cs, 100 ug L
1 Csptota 200 pg L™ (100 pg L Sb(lll) + 100 pg L™ Sb(V) ); Cnagra 0,10 % (m/v) em 0,10
% (m/v) de NaOH; Cuc 0,75 mol LY Cacido ciico 10,0 % (m/AV) vazdes de reagentes e
amostras 2,0 mL min ; n = 3; 217,581 (1) nm).

Com os resultados apresentados na Figura 15, pode ser verificado um incremento
significativo no sinal do analito conforme 0 aumento na vazéo, que pode estar associado
ao maior arraste de espécies para o plasma. Apds a vazdo de 0,50 L min foi observado
um decréscimo no sinal analitico. Esse resultado sugere que as vazdes muito elevadas
podem dificultar a geracdo do hidreto, levando ao decréscimo do sinal observado ou
ainda a uma possivel perda de parte do hidreto gerado devido a maior pressao dentro do
sistema. Com base nos resultados, a vazdo de 0,50 L min foi selecionada para conduzir
as demais etapas do estudo.

Um fator importante em analises de especiacdo é garantir a determinacao seletiva
das espécies, fazendo uso de reagentes adequados. Com essa finalidade o &cido citrico
€ utilizado,agindo como um agente complexante do Sb(V), permitindo assim a
determinacdo do Sh(lll) (FENG, et al., 1999; FLORES et al.,2002; FUENTES et al., 2003).

Outro aspecto relevante constatado neste estudo é que 0s sinais analiticos entre a
prova em branco e o Sb(V) foram relativamente préximos, demonstrando a possibilidade
da andlise de especiagdo. A eficiéncia na gerag¢do de estibina, SbHs, é dependente do
estado de oxidacdo do analito, sendo que o antiménio no estado de oxidacéo Il é
passivel de formac&o de hidreto volatil e, com isso, € necesséria uma etapa prévia de
reduc&o do Sb(V) a Sb(lll) (MENEGARIO et al., 2006; MENEGARIO et al., 2008).
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5.1.3. Numero de bobinas de reacéao

Optou-se em avaliar o uso de uma ou duas bobinas de reacéo, visto que a literatura
relata diferentes caminhos reacionais para a geracdo do hidreto (DODD et al., 1996;
D'ULIVO et al., 2011). Dessa forma, foi avaliado o emprego de uma bobina de reacao
apos a entrada da amostra acidificada com HCI e o redutor (bobina simples — 50 cm) e
outra bobina ap6s a entrada do gas de nebulizacédo (bobina dupla — 50 cm B1 + 34 cm
B2) que, neste caso, tem como fungdo uma melhor taxa de mistura dos subprodutos
formados. A Figura 16 mostra os resultados obtidos.
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Figura 16. Estudo da influéncia do caminho reacional utilizando uma bobina e duas
bobinas de reagdo (RF 1300 W; vaz&o do gas de nebulizacdo 0,50 L min™?; Cs, 100 ug L
1 Csptota 200 pg L (100 pg L Sb(lll) + 100 pg L Sb(V) ); Cnasra 0,10 % (m/v) em 0,10
% (m/iv) de NaOH; Cuc 0,75 mol L7 Cacido citico 10,0 % (m/v); vazdes de reagentes e
amostras 2,0 mL mint; n = 3; 217,581 (1) nm).

Observando os resultados apresentados na Figura 16, é possivel notar um
incremento (6,4%) no sinal na presenca da segunda bobina no caminho. Esse
comportamento era esperado, visto que a literatura relata que os processos de geracéo
de hidretos sdo controlados pela taxa de mistura das solucbes e os intermediarios
gerados pelo rapido consumo do NaBH4, que sdo mais estaveis em meio de hidrélise
acida e podem apresentar uma maior probabilidade de reagir com o analito, favorecendo
a reagao (D'ULIVO et al., 2011). Com a utilizacdo da segunda bobina de reacdo, houve
também uma diminui¢cdo na turbuléncia no separador de fases. Esse efeito foi de grande
importéancia, visto que refletiu nos resultados por um menor desvio entre as replicatas, o

que motivou a conducgdo dos estudos posteriores usando duas bobinas de reacéao.
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5.1.4. Concentracdo da solucdo transportadora (HCI)

Outro fator importante na geracdo de hidretos é a dependéncia do pH, que é
influenciada pela solucédo carreadora (HCI). Dessa forma, foi otimizada a concentracéo de
HCI e os resultados sdo mostrados na Figura 17.
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Figura 17. Variacdo na intensidade de sinal em diferentes concentracdes de HCI.
(RF 1300 W; vazéo do gas de nebulizagéo 0,50 L min; Csp 100 pg LY Csp ot 200 pg L?
(100 pg L2 Sb(Ill) + 100 ug L Sb(V) ); Cnasra 0,10 % (m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH;
Cacido citico 10,0 % (m/v); 2 bobinas de reacédo; vazGes de reagentes e amostras 2,0 mL
mint; n = 3; 217,581 (1) nm).

Conforme observado na Figura 17, apesar da presenca de HCI ser um importante
fator na formacgdo do hidreto (FENG et al.,, 1999), a utilizagdo de concentracdo mais
elevada desse reagente (1,00 mol L) provocou um decréscimo no sinal analitico que
pode estar associado ao aumento da umidade proveniente da turbuléncia no separador
de fases e que acaba sendo arrastada ao plasma. Essa turbuléncia é ocasionada pelo
excesso Hy produzido no interior do separador de fases. As concentracdes de HCI de
0,50 e 0,75 mol L* proporcionaram o mesmo sinal analitico, e para a concentracéo de
HCI 0,75 mol L? foi constatado um maior sinal para a prova em branco. Apesar disso,
essa maior concentracao foi selecionada, visto que apresentou o menor sinal de Sb(V), o

gue é o ideal para o estudo de especiacdo de Sb(lll) e Sb(V).

5.1.5. Concentracao do agente redutor (NaBH,)

Na Figura 18 estdo apresentados os resultados da variacdo da concentracdo de
NaBH., sendo este considerado critico pelo fato do composto estar diretamente

relacionado a formag&o do hidreto volatil. Foram avaliadas concentra¢des diferentes; no
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entanto foi observada grande formacdo de vapores de agua e turbuléncia ocasionada
pela produgédo em excesso de vapores e reacdo dentro do separador de fases devido ao
arraste de umidade ao plasma, comprometendo a analise na reacdo durante os testes
com a solucdo de NaBH, em concentragcdo acima de 0,50% (m/v). Devido a esse fato,
serdo mostrados somente os experimentos realizados com as solu¢des de NaBH4 0,10;
0,30 e 0,50% (m/v).
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Figura 18. Estudo da influéncia da concentracdo de NaBH4 na intensidade do sinal
(RF 1300 W; vazéo do gas de nebulizagéo 0,50 L min?; Csp 100 pg LY Csp ot 200 pg L?
(100 pg Lt Sb(lll) + 100 ug Lt Sb(V) ); Solucdo de NaBH4 em 0,10 % (m/v) de NaOH;
Cua 0,75 mol L7 Cacido citrico 10,0 % (m/v); 2 bobinas de reacdo; vazdes de reagentes e
amostras 2,0 mL min; n = 3; 217,581 (I) nm).

Conforme mostrado na Figura 18, com o aumento da concentracdo do redutor,
houve um incremento na intensidade de sinal do analito; quando comparadas as
concentracdes de 0,30 % e 0,50 %, o aumento foi de aproximadamente 4 %. Tendo em
vista um método que apresente detectabilidade adequada para a quantificacdo dessa
espécie, esse aumento na intensidade de sinal pode ser considerado significativo e, com
iSso, optou-se em trabalhar com a concentracdo de NaBHs 0,50 % (m/v) nos estudos

seguintes.

5.1.6. Concentracdo do agente complexante

A formacdo de SbH; é facilmente obtida a partir de Sb(lll) e tetrahidroboratos,
enquanto que com Sb(V) o hidreto volatil é formado de maneira incompleta e ndo pode
ser reduzido a pH quase neutro. Alguns estudos tém explorado a dependéncia do pH do
NaBH4 na redugédo de compostos inorganicos de antimdnio quando envolve a especiacao
(FLORES et al., 2002).
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Diferentes trabalhos vém relatando a utilizacdo de agentes complexantes ou de
tampé&o para o estudo de especiagdo, sendo em maior destaque a complexacéo de Sb
(V) por &cido citrico (FENG, et al., 1999; FLORES et al.,2002; FUENTES et al., 2003).
Apesar de estar muito difundido o uso do acido citrico para a complexacdo, seu
mecanismo ndo esti bem elucidado. Sabe-se que, apesar de ambas as espécies serem
complexadas, apenas o Sb(V) é complexado rapidamente, diferente do Sh(lll) que, para
sua possivel complexagdo, é necessario o uso de sistemas sob reagfes em refluxos
prolongados (GUY et al., 1998).

Com isso foi avaliada a melhor concentracdo de acido citrico a ser utilizada na
especiacdo do antiménio. Na Figura 19 estdo apresentados os resultados obtidos com a

variacdo da concentracdo do 4cido citrico.
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Figura 19. Variacdo da concentracdo de agente complexante (acido citrico) (RF
1300 W; vazdo do gas de nebulizagdo 0,50 L min?; Csp, 100,00 ug L?; Csptora 200 g L?
(100 pg Lt Sb(Ill) + 100 ug L Sb(V) ); Cnasra 0,50 % (m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH;
Cual 0,75 mol L; 2 bobinas de reacédo; vazdes de reagentes e amostras 2,0 mL min?; n =
3; 217,581 (I) nm).

Analisando o gréafico apresentado na Figura 19 é observado que, ao se utilizar
concentra¢gdes de acido citrico inferiores a 10,0 %,ha a presenca de significativos sinais
para as solugbes de Sb(V), o que torna inadequada a utilizagdo dessas concentracdes
para o estudo de especiacdo. Com isso, a concentracao do acido citrico foi fixada em
10,0 % (m/v) nos demais estudos. Concentracbes superiores a esse valor ndo foram
estudadas devido aos resultados satisfatorios obtidos. Como citado anteriormente o acido
citrico atua na complexacdo do Sb(V), deixando livre o Sb(lll) para sua possivel

determinagdo na presenca do Sb(V) (GUY et al., 1998).
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5.1.7. Concentracao do pré-redutor

Para que seja possivel a determinagéo de antiménio total por geracdo de hidretos
€ necessaria a pré-reducado do Sh(V) para Sb(lll), isso é devido ao rendimento quimico
negligenciavel para a geracdo de SbHs a partir de Sb(V). O iodeto de potassio (KI) tem
sido o pré-redutor utilizado em muitos trabalhos (CAMPBELL, 1992; FENG et al., 1999).

O Kl atua como pré-redutor do Sb(V), reduzido-o a Sb(lll), permitindo a formacéao
do SbHs; e posterior quantificacdo. Outros agentes pré-redutores foram testados, porém
os resultados ndo foram satisfatérios, o que explica o grande numero de trabalhos
fazendo do KiI.

Devido a isso, foi otimizada a concentracdo de iodeto de potédssio a ser utilizada
na etapa de pré--reducdo do Sb(V) a Sb(lll) para posterior geracdo de hidretos. O

resultado é apresentado na Figura 20.
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Figura 20. Otimizacdo da concentracdo de pré-redutor (KI) sobre o sinal de Sb
total (RF 1300 W; vazéo do gas de nebulizagdo 0,50 L min; Csp 100 ug LL; Csp torar 200
ug L1 (100 pg Lt Sb(lll) + 100 pg Lt Sb(V) ); CnasHa 0,50 % (m/v) em 0,10 % (m/v) de
NaOH; Cuc 0,75 mol LY; 2 bobinas de reacdo; vazdes de reagentes e amostras 2,0 mL
mint; n=3; 217,581 (1) nm).

Analisando o gréafico apresentado na Figura 20, foi constatado um incremento no
sinal do Sb total e Sb(V) superior ao sutil incremento observado para o Sb(lll). Para
avaliar qual seria 0 meio mais indicado, foi avaliada a diferenca na razdo da intensidade

de sinal de Sh(lll) / Sb(V), sendo os resultados expressos na Tabela 4.



39

Tabela 4. Comparacéo da razdo da intensidade do sinal de Sh(lll) / Sb(V).

% KI Sb(l11) / Sh(V)
1,0 5,12
2,0 3,70
3,0 3,10
4,0 2,88
5,0 2,74
6,0 2,68

Comparando as razbes apresentadas na Tabela 4, foi verificado um aumento do
sinal do Sb(V) em relagdo ao Sb(lll), sendo mais evidenciado com o aumento da
concentragdo de KI. Essa diferengca apresenta uma maior queda para as primeiras
concentracdes utilizadas. Foi constatado que essa diferenca tende a diminuir em
concentracdes mais elevadas; porém, observando as concentracdes finais avaliadas, a
diferenca entre os sinais decai sutiimente, o que motivou a finalizagdo deste estudo,

sendo adotada a concentracdo de 6,0 %.

5.1.8. Figuras de mérito

ApOs o término da etapa de otimizacdo, para a analise de especiacao quimica, as
variaveis estudadas foram fixadas em: poténcia de radiofrequéncia em 1300 W, vazao do
gas de nebulizacdo em 0,50 L min, concentracdo de NaBH, em 0,50 % (m/v) e em 0,10
% (m/v) de NaOH, concentracdo de HCI em 0,75 mol L, concentracdo de &cido citrico
em 10,0% (m/v), concentracdo de Kl em 6,0 % (m/v), além do uso de duas bobinas de
reacao.

Com o sistema otimizado, a proxima etapa consistiu na avaliagdo de alguns
parametros de meérito do método, com base na orientacdo do INMETRO (INMETRO,
2011).

O primeiro parédmetro estudado foi a faixa de trabalho do método com base na
equacdo de regressao linear. Para tal, foram preparadas trés curvas analiticas com
concentracdes entre 0,30 e 50,0 pug L para o Sb (lll) e para o Sb total, as quais sdo

apresentadas na Figura 21.
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Figura 21. Curvas analiticas obtidas para a avaliagdo da faixa de trabalho (A —
Sb(lll); B — Sb total (50,0% (v/v) Sb(lll) e 50,0% (v/v) Sb(V)); RF 1300 W; vaz&do do gas
de nebulizagdo 0,50 L min™; Csp 100 ug L%; Csp totar 200 pg L (100 g L2 Sb(lll) + 100 ug
L Sb(V) ); CnagHa 0,50 % (mAv) em 0,10 % (m/v) de NaOH; Cuci 0,75 mol L Cacido citrico
10,0 % (m/Nv); Cki 6,0 % (m/v); 2 bobinas de reagéo; vazdes de reagentes e amostras 2,0

mL min?; n = 3; 217,581 (I) nm).

De acordo com a Figura 21, uma linearidade apropriada foi constatada, levando

em consideracdo cada uma das curvas analiticas. Também foi possivel observar que as

triplicatas em cada uma das figuras estdo praticamente sobrepostas, indicando uma
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adequada repetitividade. Os valores dos coeficientes de determinacdo () e as
respectivas equacdes das curvas analiticas foram obtidas e estdo apresentadas na

Tabela 5.

Tabela 5. Dados obtidos pelas curvas analiticas apresentadas na Figura 21.

Curva r2 Equacao da reta
Sb(lln) 1 0,9996 | =27,817 + 74,292Cspn)
2 0,9996 | = 23,532 + 73,057 Cspqny
3 0,9997 | = 20,611 + 74,636Csphn
Sb total 1 0,9995 | = 86,799 + 73,557Csprota
2 0,9989 | = 85,257 + 73,485Csprota
3 0,9999 | = 85,517 + 74,069Csprotal

I: Intensidade de emisséo (cps), C: concentracéo.

Cabe informar que concentracdes inferiores a 0,30 ug L* foram investigadas,
entretanto os sinais analiticos n&o apresentaram diferencas significativas em comparacao
com a prova em branco. Na outra extremidade, concentra¢cdes mais elevadas também
foram estudadas, porém esses dados néo foram utilizados em decorréncia de produzirem
sinais discrepantes, impedindo uma determinacéo confiavel nos valores de contagens por
segundo (cps) pelo software. De acordo com a Tabela 5, pode-se inferir que uma
linearidade apropriada foi obtida para a faixa estudada com adequada similaridade nos
valores de coeficientes lineares, angulares e de determinacgéo.

Também foram avaliados os valores de limite de deteccdo (LOD) e limite de
guantificacdo (LOQ) de acordo com as expressdes: LOD = 3s/S e LOQ = 10s/S, no qual s
representa a estimativa do desvio padrdo com base nos sinais analiticos obtidos para 10
provas em branco e S é a inclinacdo da curva analitica, sendo os valores obtidos

mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. LOD e LOQ obtidos a partir dos parametros das curvas analiticas. Os
valores entre parénteses denotam a concentracéo (ug L) que foi considerada.

Parametros Sh(lll Sb Total
Inclinacdo (L pg™?) 74,0+ 0,4 73,8+ 0,5
Estimativa de desvio (S) 1,32 2,66
LOD (ug L) 0,05 0,11
LOQ (ug L) 0,18 0,36
% RSD maximo / (Concentragcdo em pg L?) 6,1/ (0,40) 8,2/(1,00)
% RSD minimo / (Concentragédo em nug L?) 0,5/(50,0) 0,8/(0,4)
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Com base nos valores calculados para LOD e LOQ (Tabela 6), pode-se inferir que
0 método obtido apresentou uma detectabilidade adequada, além de valores de RSD
aceitaveis. E importante ressaltar que, apesar do LOD e LOQ calculado com base nos
parametros da curva estarem abaixo do Ultimo ponto da curva analitica, o0 LOQ levado em
consideragdo no trabalho foi de 0,3 ug L?, devido ao fato de néo ter sido possivel a
diferenciacdo dos sinais de concentracdo inferior e a prova em branco, conforme
discutido anteriormente.

Outro pardmetro avaliado foi a exatiddo do método, sendo comparado o grau de
concordancia entre o valor encontrado e o valor adotado como verdadeiro, com base nos
valores de adicdo e recuperacdo, foi adotado processo de fortificagcdo por ndo haver
disponibilidade de amostras de material de referéncia certificado.. Nesta etapa, foram
utilizadas amostras de aguas minerais de garrafas PET de 500 mL, sendo as amostras
fortificadas, por meio de adicdo de volumes conhecidos de solugdo padrdo de ambas as
espécies (Sb(lll) e Sb(V)). Os resultados sédo apresentados na Tabela 7. Para os
resultados envolvendo as adi¢des, foram consideradas as concentragcées de antimoénio
encontradas nas amostras sem a adicdo. Apesar de ndo apresentados na tabela, os

valores de RSD foram de 0,2 a 6,2 %, indicando a boa precisdo do método.
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Tabela 7. Resultados obtidos para a determinacdo de Sb a partir de amostras reais.

Amosiras Sb(ll) RSD Sbtotal RSD Adicao 1 R (%) Adicéo 2 R (%)
gLy (%) (ugL?Y) (%) Sb(ll)=Sb(T) Sb(lll)=Sb(T) Sb(lll)=Sb(T)  Sb(lll) = Sh(T)
Aguasem gas (Al) <LOQ 2,2 17 1,0 - 4,2 90,0-92,9  10,0—17,2 92,0 - 87,2
Agua sem gas (A2) <LOQ 3,3 1,3 1,0-5,3 80,0-943  10,0-18,3 94,8 — 88,6
Aguasem gas (A3) <LOQ 3,4 0,8
Aguacom géas (A4) 0,31 3,2 3,1 2,0
Aguacom gas (A5) <LOQ 3,1 2,5

1 R:Percentual de recuperagdo; LOQ: 0,11 e 0,36 ug L?*:, para Sh(lll) e Sh(V), respectivamente.
Adicdo 1 —1,0 ug Lt de Sb(lll) e 1,0 pg L't Sb(V); Adigdo 2 - 10,0 ug Lt de Sh(lll) e 5,0 ug L Sh(V).
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Com base nos resultados apresentados, foi possivel constatar uma exatidao
adequada com valores de recuperacdo de 85 % a 99 %. Os dados também permitiram
constatar niveis de precisdo aceitaveis com valor de RSD méximo de 6,2 %. Com esses
valores também foi possivel avaliar a adequacdo das amostras de agua mineral com os
padrBes de potabilidade estabelecidos pela portaria 2914 de 2011 do Ministério da
Saude, que estipula um valor maximo permitido para antiménio de 5 pug L. Os valores de
LOQ obtido para Sb(lll) e Sb(V), respectivamente, 0,18 e 0,36 pg L, também permite
atender a norma da U.S. Food and Drug Administration (FDA), cujo valor maximo
permitido de antimonio é de 6 pug L*. Em ambos os casos, os valores maximos permitidos
séo referentes a concentragdo total de Sh, ndo havendo distincdo em relacéo as espécies
Sb(lll) e Sb(V), apesar do Sb(lll) ser considerado mais téxico que o Sb(V) (FLORES et
al., 2002; FILELLA et al., 2007). Apesar disso, apenas na amostra A4 foi constatada a
presenca de Sb(lll), porém muito proximo do LOQ do método. E provavel que as
legislacbes atuais sejam gradualmente modificadas ao longo do tempo, com a
possibilidade de exigéncias relativas a especiacao. Isso ja é verificado atualmente para o
elemento cromo, para o qual é feita a distincdo entre Cr(lll) e Cr(VI), de acordo com o
CONAMA (CONAMA, 2008), o que corrobora a importancia da analise de especiacdo. De
modo geral, o0 método obtido apresentou parametros de mérito satisfatorios e similares a
outros métodos apresentados na literatura (DE GREGORI et al.,2005; FENG et al., 1999;
LI et al., 2006; DEPOI E POZEBON, 2012) com a vantagem de n&o requerer 0 uso de
técnicas com maior aparato cientifico, como HPLC-ICP-MS, e nem etapas prévias de pré-
concentracgao.

A adequacdo do método também pode ser confirmada quando compara com 0s
parametros de mérito de outros trabalhos apresentados na literatura (Tabela 8), no qual é
possivel observar que os limites obtidos no estudo se destacam frente a técnicas como
HPLC para a especiacdo, além do menor consumo de reagente e sem etapas de pré-

-concentracdo ou o uso de resinas.



Tabela 8. Comparacao dos parametros obtidos neste trabalho com os apresentados na literatura.
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Método

Reagentes LOD RSD Referéncias
CVG-ICP  NaBH4 0,5%; Acido citrico 10,0% para a especiacio; KI 6,0% para 0,05 pg L Sb(lll) e 0,11 pg L 9.3% Este
OES a determinacéo total; HCI 0,75 mol L?,Vazdes 2,0 mL min? 1 Sh(Total) 270 trabalho
HPLC- PRP-X100 eluicédo gradiente EDTA/KHP; 0,07 ug L1 Sbh(lll) e 0,13 pg L 504 De Gregori
HG-AFS HCI 3 mol LY; NaBH4 3,0 % 1 Sh(V) ° et al., 2005.
HCI 0,1 I L2, NaBH; 1%
HG-ICP- _ HCI0,1 mol L, NaBH, 1% 1,2 ng mL Sb(lll) e 4,5 ng i Feng et al.,
AES L-cysteina 3 mgmL™, Chelex 100 resin column mL Sb(V) N&o apresenta 1999
Vazdes: amostra 3,2 mL min? e NABH4 2,4 mL min™?
ETV-ICP Sb Total pré-reducéo com~ L-Cysteina 0,5%, Extragéo e pré- 0,09 pgL™ 4,3% Li et al.,
OES concentragao em ponto nuvem, 2006
50% Kl e 10% acido ascorbico 0,7ng gt Sh(ll)e1,0ngg? Reyes et al.,
HG AF ~ 4% I % T
G AFS NaBH4 concentracdo na relatada Sh(T) 6 Sbill) & 5% Sb(T) 2009
1 -1 0 0, 1
HG AAS NaBH, 0,7%; HCI 3,5 mol/L KI 50% e &cido ascérbico 10% 3.0 ngl Sgg'('\)/)e 55ng L 5.1% sgg(le)e 3,8% ';e”ez'cr)%gt
Em NaBH4 1,5% 0,042 ug L*  Em NaBH, 1,5% 8.7%
HG AFS 4% acido citrico em 1,5 mol L* de HCI, NaBH4 1,5 e 0,7%; Kl 1,5% Sb(Ill) e 0,02 pg Lt Sb(T) Sb(lll) e 4,3% Sh(T) Fuentes et
em 0,3% de acido ascorbico Em NaBH4 0,7% 0,017 ug L Em NaBH4 0,7% 2,5% al., 2003
Sb(Ill) e 0,01 pg L Sb(T) Sb(lll) e 2,4% Sb(T)
A cada 3 mL de amostra - 3mL de KI 2% e 4,0 ml de 4 mol dm™ de
L o ’ 13,3e8,35 1 for Sh(lll . Guntifi t
HG AAS HCI, para Sh(T) e 4mL de &cido citrico 6% para Sb(lll), a 3% © ng d . or Sh(lll) e N&o apresentado untmas e
L , . N Sb(T), respectivamente al., 1991
NaBH, - determinacédo pelo método de adi¢cdo de padréo.
. ~ : Depoi e
HG ICP NaBH4 0,4% e HCI 0,8 mol/L e etapa de pré-reducao 30 minutos 1 ~
OES de contato com 1% de Kl em 0,2 % de Acido ascorbico 1,1 pg L7 Sb(l) N&o apresentado Pozebon,

2012.
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5.2. Otimizac&o das condi¢des para a determinacao de As

De maneira semelhante ao antimdnio, foram otimizadas as condi¢cdes
experimentais para a determinacdo e especiacao do arsénio. Inicialmente foi empregado
o sistema de geracao de hidretos que havia sido otimizado para o antiménio, conforme
apresentado na Figura 13. Outros dois parametros otimizados ao longo do estudo com o
antiménio também foram mantidos para esta etapa do trabalho, sendo eles: poténcia de
radiofrequéncia em 1300 W e o uso de duas bobinas de reacéo.

Na etapa de otimizacdo das varidveis escolhidas, os parametros inicialmente
estudados foram os otimizados para o antiménio, no qual foram utilizadas as seguintes
condicdes: HCI 0,75 mol L, NaBH4 0,50 % (m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH, acido citrico
10,0 % (m/v) e 200 pg L* de arsénio de As (Ill) e As (V).

5.2.1. Vazao do gas de nebulizacéo

Inicialmente foi otimizada a vazdo do gas de nebulizacdo, sendo os resultados
apresentados na Figura 22. Para este estudo foram utilizadas solu¢des padrao de As (V)
em concentragdo de 200 ug L e solugdo padrao de As total de 400 ug L2, que consiste
de uma mistura de As(lll) e As(V) ambos em concentragdo de 200 ug L?. De forma
analoga ao procedimento utilizado para o antiménio, na andlise de especia¢ao do arsénio
também € necessario 0 uso de condicfes experimentais que permitam a determinacao
apenas do As(lll) na presenca de As(V), para isso optou-se em utilizar o 4cido citrico com
0 objetivo de avaliar a possibilidade desse reagente complexar o As(V), permitindo a

especiacdo das espécies.
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Figura 22. Variagdo na intensidade de sinal em diferentes vazdes de géas de
nebulizagdo. (RF 1300 W; Cas 100 pg L?; Cas torar 200 pg L™ (100 ug L As(lll) + 100 pg L*
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As(V) ); Cnasra 0,10 % (m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH; Cuc 0,75 mol L™; Cacido citrico 10,0
% (m/v); vazdes de reagentes e amostras 2,0 mL min’t n= 3; 189,042 (1) nm).

Conforme observado na Figura 22, houve um significativo aumento no sinal
analitico com aumento na vazao de argonio, resultado semelhante ao observado para o
antimonio. O melhor sinal analitico foi obtido para a vazéo de 0,60 L min, seguido de um
declive do sinal para a vazdo superior estudada. O decréscimo do sinal analitico
observado pode estar associado ao aumento da pressao interna que leva a perda do
analito ou ainda ao comprometimento da reacdo devido ao arraste mais rapido das

espécies.

5.2.2. Concentra¢do da solucdo transportadora (HCI)

A concentracdo da solucao transportadora (HCI) também foi otimizada, sendo os

resultados apresentados na Figura 23.
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Figura 23. Avaliacdo da influéncia da concentracdo de HCI sobre o sinal analitico
(RF 1300 W; Cas 100 pg L™ Cas torar 200 pg L (100 pg L™ As(lll) + 100 pg L* As(V));
Cnasra 0,10 % (m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH; Cacido citico 10,0 % (m/v); vazéo de Ar 0,6
L min? vazdes de reagentes e amostras 2,0 mL min’; n=3; 189,042 (1) nm).

Conforme constatado, o0 sinal mantém-se relativamente constante para as
diferentes concentracbes de HCI estudadas. Diferentemente do observado para o
antimonio, nas concentracdes de acido estudadas e na presenca de 10,0 % de acido
citrico (complexante) foi observado um alto sinal para o As(V), isso porgue a especiacao

do As(lll) e As(V) é altamente dependente do pH do meio, sendo que a presenca de HCI
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favorece a geracdo de hidretos a partir de As(V) (GONZALEZ et al., 2003). A
concentracdo de HCI de 0,50 mol L* foi adotada para a conducgdo das préoximas etapas

em virtude dos sinais relativamente constantes que foram observados.

5.2.3. Concentracao do agente redutor (NaBHa)

Outro fator de grande importancia é a concentracdo do redutor, para o qual foram
avaliadas concentracGes de NaBH, entre 0,20 e 1,00 % (m/v), todas preparadas em meio
de NaOH 0,10 % (m/v). Os resultados sdo apresentados na Figura 24, e mostram a
tendéncia do sinal analitico referente ao hidreto formado frente as diferentes
concentragcbfes de NaBH. utilizadas durante o estudo. Foram empregadas diferentes
solugdes, uma contendo 100 ug L de As(V) e outra contendo concentracées iguais (100
ug L) de ambas as espécies (As(lll) + As(V)).
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Figura 24. Influéncia da concentracdo do agente redutor sobre o sinal analitico do
AsHs (RF 1300 W; Cas 100 ug L?; Castota 200 pg Lt (100 pg Lt As(lll) + 100 ug L As(V)
); Cuai 0,50 mol Lt; NaBHs em 0,10 % (m/v) de NaOH; Cacido citrico 10,0 % (m/v); vazéo de
Ar 0,6 L min't vazbes de reagentes e amostras 2,0 mL mint; n = 3; 189,042 (I) nm).

De acordo com a Figura 24, pode-se notar um incremento no sinal analitico tanto
para a solucdo contendo As total como para a que continha apenas As(V). Optou-se em
utilizar nas etapas futuras a concentracdo de 0,90 % (m/v), visto que, para a
concentracdo superior, apesar de ser possivel a quantificacdo do analito, causou uma
consideravel instabilidade no plasma, o que levou a sua extingdo. Porém, esse valor esta
de acordo com valores relatados na literatura, sendo que a faixa de concentracdo
utilizada em sistemas em fluxo varia de 0,50 a 1,00 % (m/v) (DEDINA e TSALEV, 1995).



49

5.2.4. Meio reacional para o estudo de especiacao

Devido ao objetivo na especiacdo das espécies inorganicas de arsénio, foram
estudados diferentes meios reacionais para a especiagdo de As(lll) e As(V). Conforme
relatado na literatura, sdo apresentados diferentes meio reacionais para o estudo de
especiacdo do analito, sejam eles contendo agentes complexantes ou meios de tampao
de é&cidos organicos (DEDINA e TSALEV, 1995; SAMANTA et al.,1999; GONZALEZ et
al., 2003; SHI et al., 2003; MAITY et al., 2004; MACEDO et al., 2010). Dessa forma, foi
avaliado o sinal de As(V) em diferentes meios reacionais citados na literatura, sendo eles:

1 - 10 % de &cido citrico mais solugéo carreadora (HCI 0,50 mol L?);

2 - 20 % de &cido citrico mais solucéo carreadora (HCI 0,50 mol L?);

3 - 30 % de &cido citrico mais solucao carreadora (HCI 0,50 mol L?);

4 - 40 % de &cido citrico mais solucéo carreadora (HCI 0,50 mol L?);

5 - pH 3,0 tamponado com &cido citrico (40,0 %) / citrato de sédio, mais solugéo
carreadora (HCI 0,50 mol LY);

6 - pH 3,0 tamponado com &cido citrico (40,0 %) / citrato de sédio;

7 - pH 4,5 tamponado com acido citrico (40,0 %) / citrato de sddio, mais solucéo
carreadora (HCI 0,50 mol L?);

8 - em pH 4,5 em meio de &cido citrico (40,0 %) e citrato de sédio.

Os sinais analiticos obtido para cada meio reacional citado acima estdo

apresentados na Figura 25.
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Figura 25. Otimizacdo do meio reacional para a etapa de especiacdo (RF 1300 W;
Cas 100 pg LY Cas totar 200 pg L (100 pg L As(lll) + 100,00 pg Lt As(V)); Cnasha 0,90%
(m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH; vazdo de Ar 0,6 L mint vazdes de reagentes e
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E possivel notar a elevada influéncia do meio reacional no estudo de especiacéo,
para o qual foi verificado que a presenca de maiores concentragcdes de complexante
proporcionou uma diminuicdo no sinal da espécie de As(V) até préximo do sinal da prova
em branco para o meio tamponante em pH 4,5. E possivel inferir que o melhor meio para
a especiacao de As(lll) e As(V) ocorreu em meio de pH 4,5, com tamp&o citrato/acido
citrico e sem a presenca da solugdo de HCI 0,50 mol L (condigéo 8), de acordo com os
menores sinais obtidos para o As(V), além dos baixos desvios observados. Resultado
semelhante foi observado na literatura (GONZALEZ et al., 2003). Este resultado difere
daquele observado para o antimoénio e é corroborado pela literatura, que relata que a
especiacdo do arsénio apresenta uma maior influéncia do pH e nédo apenas da utilizacao
de agente complexante (DEDINA e TSALEV, 1995; GONZALEZ et al., 2003; SHI et al.,
2003; MAITY et al., 2004; MACEDO et al., 2010), que neste caso, pode dificultar a etapa

de especiacéo.

5.2.5. Otimizacdo do meio para a pré-reducdo do As(V) a As(lll)

Na literatura, tem sido relatada a necessidade de uma etapa de pré-reducdo do
As(V) para As(lll) visando a determinacdo total desse analito e, para isso, diferentes
reagentes tém sido utilizados, tais como L-cisteina (SHI et al., 2003), Kl e &cido ascorbico
(GONZALEZ et al., 2003; MACEDO et al., 2010; NAYKKI et al.,2011), KI (CAVA-
MONTESINOS et al., 2003) e tioureia (MATUSIEWICZ e SLACHCINSKI, 2010). Com
base nisso, foram avaliados diferentes meios reacionais. Na Tabela 9 sdo apresentados
0S meios reacionais e a razdo entre o sinal analitico obtido para as solu¢des contendo
concentracdes iguais para espécies As(lll) e As(V), individualmente. O objetivo em se
trabalhar com a razdo consiste em determinar 0 meio que permite obter a menor

diferenca para a formacao de hidreto a partir de ambas espécies.
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Tabela 9. Otimizacéo da etapa de pré-reducéo de As(V) (RF 1300 W; Cas 100 pg L;
Cnasha 0,90% (m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH; vazédo de Ar 0,6 L min* vazdes de
reagentes e amostras 2,0 mL min; n = 3; 189,042 (I) nm).

Solucéo Cps?t As(lll) Cpst As(V) Razéo As(lIl)/As(V)

HCI 0,50 mol L* 1007 £5 3493 29

HCI 0,50 mol L™* + 1,0 % KiI 558 + 14 244 £ 4 2,3
HCI 0,50 mol L+ 20,0 % KI 6838 2634 2,6
HCI 0,50 mol L't + 50,0 % KI 7507 315+4 2,4
HCI 5,0 mol L? 832 +12 6507 1,3

HCI 5,0 mol Lt + 1,0 % KI 516 + 23 3945 1,3

HCI 5,0 mol L+ 20,0 % KI 5517 446 £ 6 1,2
HCI 5,0 mol L + 50,0 % Kl 688 £ 11 566 £ 5 1,2

HCI 5,0 mol L™* + 1,0 % Kl +
bobina (50 cm)

HCI 5,0 mol L™ + 50,0 % KI +
bobina (50 cm)

1Cps:Contagens por segundo

514 +3 444 + 3 1,2

539+2 465+ 5 1,2

Com os resultados mostrados na Tabela 9, é possivel observar uma diminui¢cao do
sinal analitico para a solugdo com HCI 5,0 mol L + KI, quando comparado com o sinal
obtido para os analitos na presenca apenas de HCI 5,0 mol L, sugerindo que o excesso
deste pode estar alterando 0 meio de reagdo de modo a afetar a formacédo de AsHs. Esse
efeito pode ser observado devido ao decréscimo de 1,6 vezes do sinal para o arsénio na
sua totalidade na presenca de Kl. Outro fator estudado foi o efeito do uso de bobina de
reacdo sobre o sinal, a qual também n&o acarretou aumento no sinal analitico. Dessa
forma, a solucdo contendo apenas HCl 5,0 mol L! seria a mais adequada, sem a
necessidade do agente de pré-reducdo. Aggett e Aspell, 1976, obtiveram resultados
satisfatérios para geracdo de AsHs; a partir de As(V) em meio de solu¢cdo de HCI,
indicando que apenas o controle do pH seria suficiente para a determinacéo total ou da

espécie de interesse, corroborando os resultados do presente estudo.

5.2.6. Figuras de mérito

Apbs o término da etapa de otimizacao, as variaveis estudadas foram fixadas em:
vazéo do gas de nebulizacdo (Ar) em 0,60 L min, concentracdo de NaBH4 em 0,90 %
(m/v) em solu¢cdo de NaOH 0,10 % (m/v), tampé&o de acido citrico (40%) ajustado com

hidréxido de sédio em pH 4,5 na etapa de especiacdo de As(lll) na presenca de As(V) e
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concentracdo de HCIl em 5,0 mols L na etapa de determinagdo de arsénio inorganico
total.

Com o sistema otimizado, a préxima etapa consistiu em avaliar algumas figuras de
mérito, para o qual foram avaliados alguns dos parametros estipulados na orientacao do
INMETRO (INMETRO, 2011). O primeiro parametro avaliado foi a faixa de trabalho do
método com base na equacao de regressao linear. Para tal, foram preparadas trés curvas
analiticas com concentragdes entre 0,50 e 50,0 ug L* para o As(lll) apresentadas na

Figura 26.
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Figura 26. Curvas analiticas obtidas para a avaliagdo da faixa de trabalho para
arsénio. (As (lll) em 26A e As(Total) em 26B; Tampao acido citrico (40,0 % m/v) / citrato
de sédio em pH 4,5 — As(lll); Cuai 5,0 mol L — As(Total); NaBH4 0,90% (m/v) em NaOH
0,10% (m/v); RF 1300 W; vazdo de Ar 0,60 L min?; 2 bobinas de reacédo, vazdo de
entrada de 2,0 mL min? das solugdes de As, do &cido citrico e do NaBH4; n= 3; 189,042

() nm).
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De acordo com a Figura 26, uma linearidade apropriada foi constatada quando
levada em consideracdo cada uma das curvas analiticas. Também foi possivel observar
gue as triplicatas em cada uma das figuras estdo praticamente sobrepostas, indicando
uma adequada repetitividade. Os valores dos r? e as respectivas equacdes das curvas

analiticas foram determinados e estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Dados obtidos pelas curvas analiticas apresentadas na Figura 26.

Curva r Equacéo da curva analitica
1 0,9998 | =154,43 + 22,60Caqi
As (1) 2 0,9995 | = 150,90 + 22,58Casi
3 0,9987 | = 154,01 + 22,64CA5|||
1 0,9993 | = 62,97 + 19,43Castota
As total 2 0,9990 | = 59,14 + 19,73CAsTota|
3 0,9967 | = 58,05 + 19,44Castotal

I: Intensidade de emissdo em contagens por segundo (cps); C: Concentragéo

E importante ressaltar que menores valores de concentracdo da curva analitica
foram investigados e, novamente, ndo apresentaram diferencas significativas em relagéo
ao sinal obtido para a prova em branco, indicando ndo ser possivel diminuir o limite de
guantificacdo. Concentracdbes mais elevadas também foram estudadas (nhao
apresentadas), para as quais verificou-se a possibilidade de trabalho até 300,0 pg L.

Entre os pontos considerados na curva - além de uma linearidade adequada
(Tabela 10) - os valores dos coeficientes lineares e angulares também foram
concordantes, sugerindo uma boa repetitividade.

Assim como para o estudo com o Sh, também foram avaliados os valores de LOD
e LOQ de acordo com o INMETRO (INMETRO, 2011), e os resultados apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11. LOD e LOQ obtidos a partir dos parametros das curvas analiticas. Os
valores entre parénteses denotam a concentracéo (ug L) que foi considerada.

Parametros As (1IN As Total
Inclinagdo (L pug ™) 22,61 + 0,03 19,5+0,2
Estimativa de desvio padréo (s) 0,9 0,6
LOD (ug L) 0,12 0,09
LOQ (ug L) 0,40 0,31
RSD (%) méaximo / (Concentragdo em pg L™?) 3/(50) 7,7 1(1,00)

RSD (%) minimo / (Concentragcdo em ug L) 0,5/(0,5) 0,40/ (200)
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 11, foi observado que o
método proposto apresentou uma detectabilidade satisfatéria, bem como baixos valores
de RSD, indicando que o método poderia ser empregado para a quantificagdo e
especiagao de As.

A exatiddo do método foi avaliada com base na adicdo e recuperacdo sobre
amostras de agua salgada proveniente da baia da Babitonga, Joinville-SC e de arroz,
sendo os resultados obtidos apresentados na Tabela 12. Para o estudo de recuperagéo
foram realizadas adicbes de solugdo padrdo antes do procedimento de extracdo ou
determinagdo, e a concentracdo das adicOes, apresentadas na tabela, foram as
consideradas juntamente com as concentracfes reais das amostras, ou seja, aquelas
obtidas para as amostras sem as adi¢bes de solu¢éo padréo. E importante ressaltar que

os valores de RSD obtidos para o estudo foram entre 0,1 e 9,5 %.



Tabela 12. Resultados obtidos para a determinacao de As a partir de amostras reais.

RSD RSD Adicéo 1 Adicéo 2
Amostras CAs(lIN C As(total) R (%) R (%)
(%) (%) As(lll) — As(T) As(lll) = As(T)
Agua estuarina <LOQ 0,45 17,0 10,0 — 20,45* 104,5 - 106 25,0 - 50,45 108,2 - 101
Arroz — US 0,02 19,9 0,013 9,5 0,202 -0,41° 85,1-72,9 0,47 -0,81 86,7 — 110,2
Arroz — assistido por US <LOQ 0,070 6 0,67-1,40° 90,0-91,8 1,67 - 3,40 109,6 — 83,2
Arroz - MAE 0,06 1,3 0,098 13 0,73-1,44° 89,2 -101,3 1,73-3,43 98,0 -104,0

Adicdo 1: 10 ug L2 As(lll) e As(V); Adigdo 2: 25 pg L™2As(Ill) e As(V); 2 ug L% Pug g%; LOQ: 0,31 e 0,40 pug L, para As total e As(lll), respectivamente.

55
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Com base nos resultados apresentados na Tabela 12, foi possivel constatar uma
exatiddo adequada com valores de recuperagdo de 72,9 % a 110,2 %, bem como boa
precisdo de acordo com os valores de RSD. Também foi possivel verificar a adequacéo
dos métodos de extracdo utilizados com base nos bons valores de recuperacao para as
duas espécies As(lll) e As(V), indicando que ndo ocorre a conversao entre as espécies.
Entre os trés métodos utilizados, o método por MAE apresentou melhores resultados,
para o qual os valores se aproximaram mais de 100 %, sugerindo uma melhor exatidao,
além do menor tempo necessario para o preparo da amostra quando comparado com 0s
demais procedimentos estudados. Também € importante ressaltar que n&o ocorreu
conversao entre as espécies nos diferentes procedimentos de extragdo aplicados, com
base nos valores de recuperacao obtidos para o estudo. Cabe destacar que as adicBes
das fortificacdes ocorreram, em todos 0s casos, antes do preparo da amostra, ou seja,
antes da etapa de extracdo seja por microondas ou por ultrassom, de modo a garantir
gue todas as espécies presentes permanecessem sob as mesmas condicoes.

O valor de LOQ obtido também permite atender & norma da U.S. Food and Drug
Administration (FDA), cujo valor maximo permitido de arsénio é de 10 ug L*%; do
CONAMA 357/2005, cujo valor para a classe 1 de aguas salinas é de 10 pug L% e
ANVISA 42/2013, cujo valor maximo permitido de arsénio total para o arroz é de 0,30 mg
kg™*. Com os dados obtidos para as amostras reais, novamente é indicativa a adequagéo
do método e se mostra comparavel a outros trabalhos apresentados pela literatura
(ULUSOY et al., 2011; CHANDRASEKARAN et al., 2010; SUN et al., 2007).

Quando sdo comparados os parédmetros de mérito obtidos neste trabalho com
outros apresentados na literatura (Tabela 13), € possivel observar que os limites obtidos
no presente estudo se destacam frente a métodos que envolvem e fazem uso de

aparatos analiticos mais sofisticados, reforcando a adequacéo do método proposto.
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Tabela 13. Comparacao dos parametros para arsénio obtidos neste trabalho com
0s apresentados na literatura.

Método Reagentes LOD RSD Referéncias
NaBH, 0,9%; Acido citrico
0,12 ug L 1,2%
CVG-ICP-OES 40,0% em pH 4,5; pré- Este trabalho
. TAs(I) As(l11)
reducdo com HCI 5,0 mol L.
Pironina B na presenca de
cloreto de cetilpiridinio
B 1,67 ug L? 4,1% Ulusoy et al.,
FAAS (CPC), a pH 8,0 extracao
_ As(V) 2011.
com Triton X-114, 1,0 mol L-
1 de HNO; em metanol
2,0%
0,05 ug L-
NaBH4 3,0%, HNO3 6,0%, As(lll) e Chandrasekaran
FI-HG-ICP-MS IAs(Ill) e 0,09
coluna PANI 2,5% et al., 2010.
g Lt As(V)
As(T)
HPLC- ] 0,37 ug L*
_ NaBH4 1,0%, HCI, pre-
UV/nano-TiO»- As(lll) e 0,22 10% Sun et al., 2007
redutor Na2S->04 0,5%
HG-ICP-MS Hg LT As(V)

5.3.  Estudo para a andlise de especiagao simultanea de As e Sh

Apbs a determinacdo das melhores condicdes analiticas e avaliacdo das figuras de

mérito dos métodos de geracdo de hidretos para os analitos As e Sh, foi conduzido um

estudo com o intuito de realizar a andlise de especia¢do simultdnea de As e Sb. Para

isso, foram fixados os seguintes parametros: 0,9 % (m/v) de NaBH, em 0,10 % (m/v) de

NaOH, HCI 0,50 mol L, solugédo tampé&o de acido citrico (40% (m/v)) / citrato de sédio em

pH 4,5. Essas condicdes foram baseadas nos métodos propostos para As e Sb

individualmente. Com a condi¢do definida, preparou-se uma curva analitica de 0,50 a

200, ug L. As curvas sdo apresentadas na Figura 27 e na Tabela 14.
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Figura 27. Curvas analiticas para avaliacdo da linearidade — especiacéo de As(lll)
e Sb(lll) (A); Determinagdo de As e Sb total (B). Solugdo tampdo de &cido citrico
(40%)/citrato pH em 4,5; NaBH4 0,90% (m/v) em NaOH 0,10% (m/v); RF 1300 W; vazao
de Ar 0,6 L min*; 2 bobinas de reagdo, vazéo de entrada das solugdes de 2,0 mL min-,
Solucédo As e Sb Total — 50%(lIl) e 50%(V).

Tabela 14. Linearidades e recuperacdes para o estudo de especiacdo simultanea.

As (1) Astotal Sb (lll) Sb total
Inclinagédo (L pg ™) 20,234 25,021 42,538 13,721
r 0,9980 0,9969 0,9992  0,9906

Com este estudo preliminar, pode-se inferir que ¢é possivel conduzir
simultaneamente a andlise de especiagdo dos analitos As(lll) e Sb(lll), devido a
similaridade das condi¢Bes analiticas para a determinacdo individual das espécies. A
andlise de especiacdo simultanea é de grande importancia para analises rotineiras por

proporcionar um aumento na frequéncia analitica.

5.3.1. Otimizacdo da etapa de reducao e pré-reducao

Apesar da adequacdo do método, duas situacBes foram otimizadas de modo a
obter uma melhor detectabilidade. Para isso, foram avaliadas a concentragcdo do NaBHa4,
reagente de grande importancia para a formacéo de hidretos, e a etapa de pré-reducéo,
importante para garantir uma efetiva conversdo das espécies e sua possivel
guantificagdo total.

O primeiro parametro avaliado foi a concentracdo de NaBHa. Iniciou-se o estudo
com a concentracdo de 0,9% (m/v) utilizada no estudo anterior e previamente otimizada
para o método envolvendo o As; os resultados estdo apresentados na Figura 28. Nesta
etapa do estudo, foram utilizadas as seguintes condi¢Bes: &cido citrico (40,0 % (m/v) /
citrato de sédio em pH 4,5, As(lll) e Sb(lll) 200 pg L, vazdo de Ar 0,6 L min,
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Figura 28. Otimizacdo da concentracdo de NaBH4 para a andlise de especiacao
simultédnea de As e Sb (NaOH 0,10 % (m/v), &cido citrico (40,0 % (m/v) / citrato de sddio
em pH 4,5, As e Sb 200 ug L?, vazéo de Ar 0,6 L min; vazdo de entrada dos reagentes
e amostra 2,00 mL min; RF 1300 W.)

Com o resultado é possivel notar um incremento do sinal com o aumento da
concentragdo de NaBH4 para 1,2 % (m/v); isso mostra a importancia na etapa de geragéo
de hidretos. Em concentracao superior, ocorreu um decréscimo no sinal analitico devido
ao arraste de umidade provocado pelo excesso do reagente no separador de fases. Esse
excesso ocasionou uma turbuléncia que esta associada a grande producédo de hidrogénio
no interior do separador, comprometendo a separacédo efetiva.

Em relacéo a etapa de pré-reducdo, ao comparar os métodos individuais de As e
Sh, nota-se que as condicdes séo distintas: HCI 0,50 mol L para As e KI 6,0 % para Sbh.
Para isso, fez-se uso da combinagdo das condi¢des para a pré-reducao de cada espécie;

0s meios utilizados e os resultados sao mostrados na Tabela 15.

Tabela 15. Concentracéo de pré-redutor e efeito sobre a razéo entre as espécies.

Reagentes As (Il / As (V) Sb (1l1) / Sb (V)
HCI 5,0 mol L 0,287 1,848
HCI 5,0 mol L'* + 1,0 % Kl 0,679 2,561
HCI 5,0 mol L™ + 5,0 % KI 0,645 0,817
HCI 5,0 mol Lt + 10,0 % Kl 0,507 0,641

Com os dados apresentados na Tabela 15, verificou-se a necessidade da presenca
de um pré-redutor que se deve, principalmente, a presenca do antiménio e esta de
acordo com a literatura, na qual ha relatos da necessidade de um pré-redutor para que

ocorra, primeiramente, a conversao de Sh(V) para Sb(lll) e posterior formacdo de ShH;
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(CAMPBELL, 1992; FENG et al., 1999). A concentracdo de 10,0 % (m/v) de Kl
apresentou os melhores resultados, que foram avaliados com base na diferenca de sinal
entre as espécies e, novamente, confere com o apresentado na literatura (FLORES et al.,
2002). Para a determinacgdo total de arsénio, a presenca do pré-redutor aumentou a
diferenca no sinal das espécies As(lll) e As(V) visto a razdo entre as espécies
apresentada na Tabela 15; porém pode-se inferir que ndo haverad comprometimento dos
resultados. Devido ao interesse na determinagéo simultanea, optou-se pela utilizagdo do
Kl 10,0 % (m/v) em conjunto com o HCI 5,0 mol L na etapa de pré-redugdo das
espécies, com base na literatura (DEDINA e TSALEV, 1995).

5.3.2. Figuras de mérito

Com o procedimento para a determinacdo total das espécies otimizado, foram
determinados os parametros de mérito de linearidade, LOD e LOQ. Também foram
preparadas trés curvas analiticas de 0,50 a 50,0 pg L. Os resultados sédo apresentados
na Figura 29 e suas equacdes e parametros na Tabela 16, sendo ambos obtidos pelos

valores médios das triplicatas dos pontos da curvas analiticas.
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Figura 29. Curvas analiticas obtidas para a avaliacdo de linearidade do As (Ill) e Sb

(1) (NaBH4 1,2 % (m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH; para a especiag¢do - acido citrico

(40,0 % (m/) / citrato de s6dio em pH 4,5; para a determinacao total — KI 10,0% (m/v),

Cha 5,0 mol L?; As e Sb 200 pg L?, vazédo de Ar 0,6 L min?; vazdo de entrada dos
reagentes e amostra 2,00 mL min; RF 1300 W).

Tabela 16. Equaces das curvas analiticas e seus respectivos valores de LOD e LOQ.
Equacéo da curva S LOD (ug LY)  LOQ (ug LY

Espécie r2

analitica
As (Ill) 0,9996 1=179,42 + 17,21Casmn) 0,669 0,12 0,39
Sb ()  0,9992 | =7,76 + 34,23Cspan) 1,344 0,12 0,39
As total 0,9999 | =2,27 + 16,73CasTotal 0,991 0,18 0,59
Sb total 0,9995 | = 20,22 + 40,84Csprotal 1,966 0,14 0,48

I: Intensidade de emissdo em contagens por segundo (cps); C: Concentracéo; s: desvio de 10 leituras da prova em branco.
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Com base nos resultados obtidos, foi possivel observar que o0 método proposto
apresentou boa linearidade, com coeficientes de determinacéo superiores a 0,999 e com
limites de deteccdo e quantificacdo satisfatérios, indicando que o método pode ser
utilizado na andlise de especiacdo simultdnea de ambas as espécies. Os limites obtidos
nessa etapa do trabalho, semelhante ao que vem sendo obtido por outros trabalhos (Sun
et al., 2007; Ulusoy et al., 2011; Depoi e Pozebon, 2012), estdo abaixo das legislacdes
vigentes, indicando a adequac¢ao do método.

ApOs a determinacdo dos primeiros parametros de mérito, indicando que o
método proposto é adequado para a quantificacdo das espécies de interesse, seguiu-se
com o estudo da precisdo e exatiddo. Esse estudo foi conduzido com base na adicéao e
recuperagdo em amostras reais de agua comercializada na regido de Curitiba-PR e de
arroz comercializado e produzido em Joinville-SC, sendo este Ultimo preparado pelo
método de extragdo assistido por micro-ondas (MAE). Os valores obtidos sdo mostrados
na Tabela 17. As concentracbes das adicbes apresentadas na tabela foram baseadas
nas concentracdes obtidas para as amostras sem as adi¢bes. E importante ressaltar que

os valores de RSD obtidos para o estudo foram entre 0,1 e 10,2 %.



Tabela 17. Concentracdo de espécies de arsénio e antimbnio em amostras reais para o estudo de exatidao.

Concentracao obtida Adicéo 1 Recuperacao (%) Adicao 2 Recuperacéao (%)
Amostras

As(lIT) As(total) As(lll) — As(T) As(lll) = As(T) As(lll) — As(T) As(ll) — As(T)

Agua sem géas? <LOD 0,25 2,5-5,25 122,0-107,0 20,0 — 40,25 104,6 — 96,5

Agua com géas? <LOD <LOD 25-5,0 98,4 —106,0 20,0-40,0 96,4 — 103,0
Arroz ° 0,16 0,16 0,47 -0,77 108,5-95,1 2,50-4,81 108,2 -101,2
Sb(llr) Sb(total) Sb(lll) = Sb(T) Sb(lll) = Sb(T) Sb(lll) = Sb(T) Sb(lll) = Sb(T)

Agua sem géas® 0,24 0,27 2,74 -5,27 116,8 - 99,4 20,24 — 40,27 108,7 — 99,6
Agua com géas? 0,23 0,19 2,73-5,19 114,7 - 95,6 20,24 — 40,19 118,2-101,3

Arroz® 0,01 0,01 0,32 -0,62 84,5-108,9 2,34 — 4,66 91,6 - 100,3

62

Aguas: Adicdo 1 - 2,5 pgL%; Adicdo 2 - 20 pgL%; Arroz: Adicdo 1 — 0,31 ug g*; Adicdo 2 — 2,33 ug g'*; a = concentracdo em pg LL; b = concentracdo em pg gt. LOD — 0,12 ug L.
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Com os resultados apresentados na Tabela 17, observou-se uma boa
repetibilidade, de acordo com os baixos desvios obtidos. Esses resultados, corroborados
com as figuras de mérito, sugerem que o método proposto apresentou caracteristicas
notaveis para quantificacdo e especiacao de arsénio e antimdnio, simultaneamente.
Comparando o método proposto com outros apresentados na literatura (MORITA et al.,
2007; MATUSIEWICZ E KRAWCZYK, 2008; MACEDO et al., 2010; LEHMANN,
FOSTIER E ARRUDA, 2013) e os resultados anteriores apresentados (Tabelas 7 e 12),
os limites obtidos nesta etapa do estudo foram melhores ou semelhantes, tendo ainda

como vantagem a andlise de especiacao simultanea de As e Sb.

5.4. Anédlise de Especiacédo de Mercurio

Foi proposto um método para especiacdo de mercurio, baseado na geracdo de
vapor quimico de Hg° A geracdo de vapor é decorrente das formas inorganicas
presentes na amostra, ja as formas organicas ndo apresentam sinal analitico.

De acordo com essa proposta, o Hg organico- cujo composto mais relevante na
maior parte das amostras € o0 metil-Hg*- é obtido a partir da diferenca entre a
concentracdo total das formas presentes e a fracdo inorgénica, Hg(ll). Uma sonda
ultrassénica foi utilizada com o intuito de promover a liberacdo do Hg a partir do metil-
-Hg em um tempo de 5 minutos.

Esta etapa do experimento foi baseada no trabalho desenvolvido por RIO-
-SEGADE e BENDICHO (1999), os quais utilizaram ultrassom para extracdo de Hg
inorgénico e metil-Hg* de diversas amostras biologicas e ambientais. As determinagfes
foram realizadas de acordo com um método previamente estabelecido (DOS SANTOS et
al., 2012).

5.4.1. Avaliacdo do efeito de ultrassom sobre as espécies Hg e Metil-Hg*

Inicialmente, foram realizados alguns experimentos para avaliar a recuperacéao de
Hg(ll) em uma mistura contendo Hg(ll) em concentracdo de 20,0 ug L e metil-Hg* na
mesma concentracado, sem que as solucdes fossem submetidas ao sistema ultrassénico,
sendo todas as amostras preparadas em triplicata. Os resultados sdo mostrados na

Figura 30.
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Figura 30. Recuperacao de Hg(ll) a partir da mistura contendo Hg(ll) e metil-Hg™.
Os estudos A, B e C foram conduzidos em diferentes dias (Crgay 20,0 pug L2, Cwetithg+
20,0 pg LY Cuei 0,10 mol L1, NaBH4 0,05 % (m/iv) em 0,10 % (m/v) de NaOH, volume de
amostra 500 L, RF 1350 W, vazao de HCI, NaBH,4 e Ar 16 mL min?, 1,0 mL min? e 120
mL min?, respectivamente; n =3).

De acordo com a Figura 30, foram obtidos resultados satisfatdrios na recuperacéo
de Hg(ll) - superiores a 90 % - sem que houvesse interferéncia do metil-Hg*. Desse
modo, é indicativo que o mercurio organico ndo sofre decomposicdo no sistema de
geracdo de vapor frio. Esse fato € considerado extremamente relevante na separacao
das espécies de acordo com o método proposto. Cabe salientar que as determinagdes
foram efetuadas com as mesmas condigdes e em dias diferentes, apresentando valores
de RSD inferiores a 9%.

Em seguida foi investigada a capacidade do ultrassom em liberar o Hg(ll) presente
em solug¢des de metil-Hg*. Foram preparadas diversas solu¢des com volume de 10,0 mL
de metil-Hg* com concentracdo de Hg de 20,0 ug L. Essas solucGes foram submetidas
ao sistema de ultrassom, sendo a concentracdo de Hg(ll) determinada em seguida.
Foram realizados experimentos com diferentes adi¢ées de H»0; 30,0 %, com a finalidade
de investigar a acao do radical hidroxila (OH+) perante a extracdo do Hg. Os resultados

obtidos podem ser observados na Figura 31.
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Figura 31. Resultados dos experimentos realizados com diferentes adi¢cdes de
H.02 (30,0 % v/v) na solucdo de metil-Hg*. Concentracdes finais de H.O, na amostra
0,297, 0,588 e 1,429% (V/Vv) (Cugay 20,0 pg L7, Chwetirhg+ 20,0 pg Lt Cua 0,10 mol L?,
NaBH4 0,05 % (m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH, volume de amostra 500 yL, RF 1350 W,
vazdo de HCI, NaBH4 e Ar 16 mL min*, 1,0 mL min? e 120 mL min, respectivamente).

O gréfico apresentado na Figura 31 sugere que o sistema utilizado é viavel para a
liberacdo do Hg presente no metil-Hg*. Analisando os dados obtidos, pode-se inferir que
a adicdo de H.O, foi fundamental nos resultados de recuperacdo. No entanto,
concentragdes muito altas apresentaram um efeito inverso na liberagdo do mercurio; esse
efeito pode estar associado ao fato de que uma parcela da energia passa a ser utilizada
na decomposicdo do H»>O, e o radical hidroxila tende a sofrer recombinac¢des. Desse
modo, pode-se considerar que a adicao de 0,297 % (v/v) de H,O, na amostra apresentou
os melhores resultados nos experimentos realizados, com valores de recuperacdo da
ordem de 111%.

5.4.2. Avaliagdo datemperatura

Um aspecto importante a ser considerado em estudos envolvendo compostos com
pressdo de vapor relativamente alta como o Hg é a perda do analito devido a
volatilizacdo. Desse modo, foram realizados experimentos envolvendo as solucbes de
Hg(ll) e metil-Hg" submetidas ao sistema de ultrassom nas temperaturas ambiente
(aproximadamente 21 °C) e em banho de gelo (aproximadamente O °C). Os resultados

podem ser observados na Figura 32.
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Figura 32. Resultados obtidos nos experimentos realizados com solucdes de
Hg(ll) e metil-Hg* em 21 °C e 0 °C (0,297 % (v/v) de H202, Cugay 20,0 pg L2, CwetiHg+
20,0 pg Lt Cha 0,10 mol L, NaBH4 0,05 % (m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH, volume de
amostra 500 L, RF 1350 W, vazao de HCI, NaBH,4 e Ar 16 mL min?, 1,0 mL min? e 120
mL min’, respectivamente).

Comparando os valores obtidos para as recuperacbes em banho de gelo e
temperatura ambiente para Hg(ll) e metil-Hg*, foi possivel observar que aparentemente
nado houve perdas do analito devido a temperatura. Desse modo, a temperatura ambiente
foi adotada para continuidade dos experimentos, principalmente em virtude da maior
simplicidade.

5.4.3. Otimizacdo da poténcia e tempo de ultrassom

Para a finalizagdo dessa etapa foi avaliado o tempo de ultrassom (Figura 33) e,
posteriormente, a poténcia a ser utilizada (Figura 34).
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Figura 33. Avaliagdo do tempo de ultrassom para a etapa de conversao de metil-
Hg* a Hg(ll) (0,297 % (v/v) de H202, Cugay 20,0 pg L2, Chwmeti-ng+ 20,0 pg L Char 0,10 mol
L%, NaBH4 0,05 % (m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH, volume de amostra 500 uL, RF 1350
W, vazdo de HCI, NaBH; e Ar 16 mL min?, 1,0 mL mint' e 120 mL min¥,
respectivamente).
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Conforme Figura 33, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
experimentos; dessa forma foi escolhido 0 menor tempo - 1 minuto - visando ao aumento
da frequéncia analitica.

Assim como foi observado para a etapa de otimizacdo do tempo de ultrassom, foi
verificado para o estudo de poténcia (Figura 34) que os valores obtidos para as diferentes
poténcias apresentaram pouca diferenca. Dessa forma, optou-se em trabalhar com a
poténcia intermediaria, 300 W, pois a partir de 200 W ocorreu um pequeno decréscimo na
recuperacgao.

100 - -
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Recuperagéo de Hg(ll) (%)
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100 200 300 400 500
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Figura 34. Avaliagdo da poténcia de ultrassom para a etapa de conversdo de
metil-Hg* a Hg (11) (0,297 % (v/v) de H.0O,, tempo de ultrassom 1,0 min, Cugqy 20,0 pg L,
ChwetirHg+ 20,0 pg L% Cha 0,10 mol L, NaBH4 0,05 % (m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH,
volume de amostra 500 pL, RF 1350 W, vazdo de HCI, NaBH4 e Ar 16 mL min?, 1,0 mL
mint e 120 mL min?, respectivamente).

5.4.4. Figuras de mérito

Para avaliar a eficiéncia do método de especiacdo de Hg(ll) e de metil-Hg*, foram
realizados estudos de adi¢do e recuperacdo empregando amostras reais: agua estuarina
proveniente da Baia da Babitonga de Joinville-SC e agua doce proveniente de rios de
Joinville-SC. Primeiramente, foi elaborada uma curva analitica utilizada neste estudo, a
gual foi obtida com base nos valores médios da triplicata (Figura 35) e seus respectivos
pardmetros na Tabela 18.
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Figura 35. Curva analitica para a determinac¢éo de Hg(ll) (0,297 % (v/v) de H»Ox,
tempo de ultrassom 1,0 min, poténcia do ultrassom 300 W, Cugay 20,0 pug L7, CwetitHg+
20,0 pg L% Cper 0,10 mol L2, NaBH4 0,05 % (m/v) em 0,10 % (m/v) de NaOH, volume de
amostra 500 L, RF 1350 W, vazao de HCI, NaBH,4 e Ar 16 mL min?, 1,0 mL min? e 120
mL min?, respectivamente).

Tabela 18. Parametros analiticos para a determinagdo de Hg(ll).

Equacédo dareta r s LOD (ug L) LOQ (ug L)

| =-1,328 + 17,542Chq 0,9999 0,79 0,14 0,45

Com os parametros da curva analitica obtida para esta etapa do estudo, foi
possivel observar a adequacdo do método, para o qual foi constatada uma adequada
detectabilidade para Hg(ll), permitindo dar sequéncia a validagdo com base nos estudos
de adicdo e recuperacao; os resultados estdo apresentados na Tabela 19 e é importante

salientar que 0 RSD méaximo obtido para o estudo foi de 6,5 %.

Tabela 19. Estudo de adicéo e recuperacao de Hg(ll) e metil-Hg".

Concentragéao Adicéo 1 Recuperacao Adicéo 2 Recuperacéo
Amostras obtida (ug L) (Mg LY (%) (ug L) (%)

Ho(l) ~ Hg(T)  Hg(l) —Hg(T) Hg(l) - Hg(T)  Hg(ll) - Hg(T)  Hg(ll) - Hg(T)

Agua Estuarina  <LOQ  <LOQ 20-40 101, 0-98,0 15,0 - 30,0 100,5-99,0
Agua doce <LOQ <LOQ 2,0-4,0 97,8 - 100,0 15,0-30,0 102,1 -97,0

Com os resultados apresentados na Tabela 18, foi possivel verificar que o método
foi satisfatério para a analise de especiacdo de Hg(ll) e metil-Hg*, com precisdo e
exatiddo adequadas, de acordo com os valores de RSD e de recuperacao,

respectivamente.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos apos a otimizacdo do sistema de geragdo de hidretos volateis
para a analise de especiacdo de antimoénio foram satisfatérios devido ao fato de eles
permitirem o0 uso desse sistema para 0 estudo de especiacdo e quantificacdo das
espécies inorganicas em diferentes estados de oxidacdo (lll e V) para este elemento,
com bons valores de LOD e LOQ tanto para o Sb(lll) como para o Sb total, sendo que a
guantificagdo do Sb(V) pode ser obtida por diferenca. Adicionalmente, atrativos valores
de recuperacao foram observados para amostras de agua mineral fortificadas com Sb(lll)
e Sb(V), sendo que o método estudado apresentou valor de LOQ cerca de dez vezes
inferior ao valor maximo permitido de Sb total preconizado pela legislacdo vigente com
relacdo a amostras de agua.

Os resultados obtidos apés otimizacdo para a determinagdo e especiacdo de
arsénio foram satisfatérios: obtiveram-se valores de LOD e LOQ apropriados para a
aplicacao do método com amostras reais tanto para o As(lll) como para o As total, sendo
gue a quantificagcdo do As(V) pode ser obtida por diferenca. Adicionalmente, atrativos
valores de recuperacao foram observados para amostras, sendo que o método estudado
apresentou valor de LOQ inferior ao valor maximo permitido de As total preconizado pela
legislacéo vigente.

Na etapa do estudo referente a especiacdo simultanea de arsénio e antiménio,
foram obtidos resultados satisfatorios indicando que o método pode ser indicado para a
determinacédo total, bem como para a especiacdo dos dois analitos, sugerindo que ele
poderia ser aplicado para atender as legislacdes vigentes, com apropriados valores de
exatidao e precisdo. Além disso, os niveis de detectabilidade para as diferentes espécies
foram similares aqueles obtidos para as determinagfes de Sb e As separadamente. Com
base nessas caracteristicas, € possivel inferir que o método pode ser aplicado na
guantificacdo e especiacao de As e Sb em andlises rotineiras.

O metil-Hg™ mostrou-se tanto passivel de quantificacdo como de especiacdo em
meios contendo Hg(ll), utilizando-se o sistema de geracdo de vapor frio de Hg. Com a
etapa de validacdo através do estudo de adicdo e recuperacdo, constatou-se a

adequacédo do método proposto, o qual apresentou exatidao e precisado satisfatorias.
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