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RESUMO

Uma das questdes indiscutivelmente preocupante € o impacto a que os recursos hidricos brasilei-
ros vém sendo submetidos. Dentre os diversos impactos que comprometem os usos multiplos
e aumentam as pressdes econdmicas regionais e locais sobre os recursos hidricos destaca-se a
mineracao. Esta atividade é responsdvel pela entrada de quantidades expressivas de elementos
toxicos nas dguas superficiais, afetando negativamente a qualidade dos sedimentos. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver um procedimento para determinagdo de arsénio inorganico em
amostras de sedimentos obtidas em diferentes pontos da regido do Rio Doce (Espirito Santo).
Para tal objetivo, foi empregada a espectrometria de absor¢ao atdmica com chama e geracao de
hidreto por andlise em fluxo apds a extracao por ponto nuvem (CPE-FIA-HG FAAS). O pH da
fase aquosa influencia diretamente na extracao do complexo e o estudo deste parametro indicou
que melhor resposta € obtida em valor de pH igual a 1,8. Apds a definicdo deste parametro,
a concentragao das varidveis que influenciam na formagao do ponto nuvem foram otimizadas
por andlise multivariada através do planejamento fatorial completo e utilizando metodologia da
superficie de resposta. As varidveis avaliadas foram as concentragdes de Pirrolidina Ditiocarba-
mato de Amonio (APDC) como agente complexante, Triton X-114 como surfactante ndo-idnico
para formacdo das micelas e NaCl como eletrdlito para induzir a formac¢do do ponto nuvem
sem a necessidade de aquecimento. A concentracdo de antiespumante foi avaliada neste estudo
juntamente com as varidveis do ponto nuvem, pois sua concentragcdo ¢ diretamente proporcional
a concentragdo de surfactante. A melhor resposta para a formac@o do ponto nuvem foi obtida
nas seguintes condi¢des: APDC (0,70% m/v), Triton X-114 (0,21% m/v) e NaCl (0,52% m/v).
A concentra¢do de antiespumante suficiente para evitar a formagao de espuma no separador
gds liquido foi de 2,3% m/v. Apds definicao dos parametros relacionados a formagao do ponto
nuvem, foi realizado o estudo de otimizacdo das varidveis no sistema de gerag¢do de hidreto por
injecdo em fluxo. As melhores respostas foram obtidas utilizando NaBHy4 na concentracado de
0,50% m/v para reduzir o As(III) ao seu hidreto correspondente, HCI 1,3 mol.L™! para a reacio
da hidrdlise 4cida do NaBH4, comprimento da bobina de rea¢do de 30 cm, vazdo da amostra
e reagentes iguais a 4 mL.min~!, volume de inje¢io da amostra e NaBHj iguais a 0,33 ml e
volume de HCl igual 0,36 mL . A partir das condi¢des otimizadas, o procedimento mostrou
ser seletivo para a espécie de As(IIl) apresentando limites de determina¢do e quantificacgao,
respectivamente, iguais a 0,052 ¢ 0,17 ug.L~!, com desvio padrio relativo (DPR) de 3,4% para
n=10 e um fator de pré-concentracdo igual a 55. Valores de recupera¢do foram obtidos entre 90 -
103% para amostras fortificadas. A avaliacdo dos fons interferentes, mostra que os fons Hg(Il),
Fe(III) e Cu(Il) interferem na determinacdo de As(IIl) nas condi¢des experimentais utilizadas
e para minimizar o efeito de interferéncia foi utilizado EDTA 0,1 mol.L~!. O procedimento

apresentado mostrou ser rapido e eficiente para a pré-concentracao e determinacao de As(III)



por CPE-FIA-HG FAAS, podendo ser utilizado na especiagcdo de arsénio inorgéanico utilizando
tioureia 0,50% m/v na pré-reducdo de As(V) a As(III).

Palavras-chave: CPE, extracdo seletiva de As(IIl), ambiental, andlise multivariada.



ABSTRACT

One of the indisputably worrying issues is the impact to Brazilian water resources. Among many
impacts that compromise multiple uses and increase regional and local economic pressures on
water resources, mining stands out. This activity is responsible for the significant entrance of
toxic elements into surface waters, which negatively affects the quality of the sediments. The goal
of this work was to develop a method for determination of inorganic arsenic in sediments samples
obtained at different points in the Rio Doce region (Espirito Santo, Brazil). For this purpose, flame
atomic absorption spectrometry and hydride generation by flow injection were employed after
cloud point extraction (CPE-FIA-HG FAAS). The pH of the aqueous phase directly influences
the extraction of the complex and studying this parameter indicated that the best response is
obtained in the pH value equals to 1.8. After defining this parameter, the concentrations of
the variables that influence the cloud point formation were optimized by multivariate analysis
through the complete factorial planning and using response surface methodology. The evaluated
variables were the concentration of Ammonium Pyrrolidine Dithiocarbamate (APDC) as a
complexing agent, Triton X-114 as a non-ionic surfactant for the formation of micelles, and
NaCl as electrolyte to induce the cloud point formation without the need for heating. The
concentration of antifoam was evaluated in this study together with the cloud point variables,
because its concentration is directly proportional to surfactant concentration. The best response
for cloud point formation was obtained under the following conditions: APDC (0.70% w/v),
Triton X-114 (0.21% w/v), and NaCl (0.52% w/v). The concentration of antifoam sufficient to
prevent foaming in the liquid gas separator was 2.3% w/v. After defining the parameters related
to the cloud point formation, a study for optimizing the variables of the hydride generation
system by flow injection was carried out. The best responses were obtained using NaBHy at the
concentration of 0.50% w/v to reduce As(III) to its corresponding hydride, HC1 1.3 mol.L~! for
the acid hydrolysis reaction of NaBH4, a 30 cm reaction coil length, sample flow and reagents

! sample injection volume and NaBHy4 equal to 0.33 ml, and volume of HCI

equal to 4 mL.min™
equals to 0.36 ml. From the optimized conditions, the method showed to be selective for the
As(TIT) species presenting determination and quantification limits equal to 0,052 ¢ 0,17 ug.L~!,
respectively, with relative standard deviation (RSD) of 3.4% for n=10 and a preconcentration
factor of 55. Recovery values were obtained between 90 - 103% for fortified samples. The
evaluation of the interfering ions shows that Hg(Il), Fe(Ill) and Cu(Il) ions interfere in the
determination of As(III) under the used experimental conditions, however, EDTA 0.1 mol.L !
was used to minimize the interference effect. The procedure showed to be fast and efficient for
preconcentration and determination of As(IIl) by CPE-FIA-HG FAAS, which can be used for

inorganic arsenic speciation using 0.50% w/v thiourea in the pre-reduction of As(V) to As(III).

Key-words: CPE, selective extraction of As(II), environmental, multivariate analysis.






LISTA DE ILUSTRACOES

Figural — Cinco maiores acidentes mundiais com barragens representados por: (a)

volume de residuo gerado em milhdes de m3 e (b) distancia percorrida em Km. 26

Figura2 — Ciclo biogeoquimicodo arsénio. . . . . . . .. ... ... ... ...... 28
Figura3 — Processo de biometilacdo do arsénio. . . . . . . . . .. ... ... ... .. 30
Figura4 — Principais espécies de arsénio biodisponiveis no ambiente. . . . . . . . .. 31
Figura5 — Mapa da Bacia HidrograficadoRioDoce. . . . . . ... ... ... .... 34
Figura 6 — Representacdo de um sistema FIA. . . . . . . ... ... ... ... .... 44
Figura7 — Estrutura do surfactante Triton X-114. . . . . . .. .. .. ... ... ... 46
Figura 8 — Formacdo do agregadomicelar. . . . . . .. ... ... ... ... ..... 46
Figura9 — Possiveis interagcdes entre o analito e a micela de surfactante. . . . . . . . . 47
Figura 10 — Etapas de formag¢do do pontonuvem. . . . . . . . ... ... ... ..... 56
Figura 11 — Sistema de andliseem fluxo. . . . . . ... ... ... ... ... ..... 57
Figura 12 — Acessorios utilizados no sistema em fluxo e geragcdo de hidreto. . . . . . . . 58

Figura 13 — Representacdo do procedimento para extracdo do complexo por ponto nuvem. 59

Figura 14 — Estudo do modo de injecao no sistema FIA. . . . . .. .. ... ... ... 68
Figura 15 — Estudo da influéncia do pH na formac¢do do complexo, (n=3). . . . . . . .. 69
Figura 16 — Complexo formado entre As(IIl) e o complexante APDC. . . . . . ... .. 70
Figura 17 — Distribuicdo das espécies de APDC em fungdodopH. . . . . . .. ... .. 70
Figura 18 — Distribuicdo das espécies de As(Ill) em funcdiodopH. . . . . . . . . .. .. 71
Figura 19 — Grifico de Pareto gerado no planejamento fatorial 2*. . . . . . . .. .. .. 74

Figura 20 — Representacido geométrica do planejamento composto central com ponto estrela. 76
Figura 21 — Superficie de resposta da combinacdo das concentragdes de APDC e anties-
PUMANE. . . . . . o e e e e e e e e e e e e e e 78

Figura 22 — Simulac¢do do comportamento das concentracdes de antiespumante e APDC

no simplex modificado. . . . . .. .. ... Lo 79
Figura 23 — Estudo da concentracdo de NaBH,4 na determinagapo de As(III). . . . . .. 81
Figura 24 — Estudo da concentragdo de HCI na determinagdo de As(III). . . . . . . . .. 82
Figura 25 — Efeito do comprimento da bobina de rea¢do na determinagapo de As(IIT). . . 83
Figura 26 — Estudo da vazdo da amostraeredutor. . . . . . . . .. .. .. ... .. .. 84
Figura 27 — Estudodavazdodo dcido. . . . . . . . . . . . .. ... 85
Figura 28 — Superficie de resposta do tempo de abertura das valvulas. . . . . . ... .. 87
Figura 29 — Verificacdo da seletividade do método proposto. . . . . . .. ... ... .. 89

Figura 30 — Curva analitica de calibracdo do As(IIl) com pré-concentragcdo. . . . . . . . 92



Figura 31 — Curva analitica de calibracdao do As(IIl) sem pré-concentracdo. . . . . . . .

Figura 32 — Estudo de pré-redutores para As(V) . . . . . . . . ... ...



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Comparacdo entre FAASe GFAAS. . . .. . ... .. ... ... .. ...
Tabela 2 — Surfactantes de uso comum em Quimica Analitica. . . . . . . ... ... ..
Tabela 3 — Parametros instrumentais para a determinagdode As. . . . . . . . ... ..
Tabela 4 — Referenciais de localizacdo dos pontosde coleta. . . . . . . ... ... ...
Tabela 5 — Etapas para operagdo do modo de injecdo sequencial. . . . ... ... ...
Tabela 6 — Etapas para operagdo do modo de injecao simultanea. . . . . . .. ... ..
Tabela 7 — Condi¢des experimentais no estudodopH. . . . . . .. ... ... .. ...
Tabela 8 — Matriz do planejamento fatorial 2* completo para extracdo por ponto nuvem
(M=3). . e
Tabela 9 — Matriz do CCD com ponto estrela para extracao por ponto nuvem (n=3). . .
Tabela 10 — Matriz do CCD com ponto estrela para avaliacdo do volume da amostra e
reagentes (N=3). . . . . . . . ... e e e
Tabela 11 — Programa de digestdo das amostras em forno de microondas . . . . . . . . .

Tabela 12 — Estudo do modo de injecdo no sistema FIA. . . . . . ... ... ... ...

Tabela 13 — Resultado do planejamento fatorial 2* para estudo da extragio e pré-concentragio

porpontonuvem (N=3). . . . . . . . ... e

Tabela 14 — ANOVA para o planejamento fatorial 2% no estudo da extragio e pré-concentragio

POr PONLO NMUVEIML. .+ .+ o o v v vt e et e et e e e e e e e e e
Tabela 15 — CCD com ponto estrela (n=3). . . . . ... ... ... ... .. ......
Tabela 16 — ANOVA para o CCD tipo estrela no estudo da extra¢ao e pré-concentracdo
PO PONEO NUVEIM. .+ . . v v v v v e e e e e e e e e e e e
Tabela 17 — Experimentos realizados para definicdo do ponto 6timo. . . . . . . . . . ..
Tabela 18 — Valores otimizados para as varidveis no procedimento por ponto nuvem.
Tabela 19 — CCD com ponto estrela para estudo do volume da amostra e reagente (n=3).
Tabela 20 — ANOVA para o CCD tipo estrela no estudo do volume de injecao da amostra
ETEAZENIES. .« . .+« v v e e e e e e e e e e e e e e e
Tabela 21 — Valores otimizados para as varidveis no sistema de geracdo de hidreto por
andliseem fluxo. . . . . . . .. Lo
Tabela 22 — Estudo de ions interferentes na determinacdode As (II1) . . . . . . . . . ..
Tabela 23 — Avaliagdo de EDTA como mascarante. . . . . . . ... ... ........
Tabela 24 — Figurasde mérito . . . . . . . . . . . . . . . .. ...
Tabela 25 — Resultado da determinacgdo de arsénio nas amostras de sedimento da Bacia

HidrograficadoRioDoce. . . . . ... ... ... ... ... ... ...

39

64

73

73



Tabela 26 — Comparagdo dos métodos publicados e o método deste trabalho



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ICP OES .

ICP-MS ..

MMA ....
RP-HPLC

Espectrometria de Absorcao Atdmica, do inglés, Atomic Absorption Spectroscopy
Espectrometria de Fluorescéncia Atomica, do inglés, Atomic Fluorescence Spec-

troscopy

. Pirrolidina Ditiocarbamato de Amoénio

Arsénio total

Arsenobetaina

Arsenocolina

Central Composite Design

Eletroforese Capilar, do inglés, Capillary Electrophoresis
Cromatografia Gasosa, do inglés, Gas Chromatography
Concentragao Micelar Critica

Extracdo por Ponto Nuvem, do inglés, Cloud Point Extraction
Dimetilarsinico

Desvio Padrao Relativo

Espectrometria de Absor¢cao Atomica com Chama, do inglés, Flame Atomic Ab-
sorbtion Spectroscopy

Andlise por Inje¢ao em Fluxo, do inglés, Flow Injection Analysis

. Espectrometria de Absor¢ao Atomica com Forno de Grafite, do inglés, Graphite

Furnace Atomic Absorption Spectroscopy

Geracdo de Hidreto, do inglés, Hydride Generation

Espectrometria de Absor¢do Atdmica com Geragdo de Hidretos, do inglés, Hydride
Generation Atomic Absorption Spectroscopy

Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma Indutivamente Acoplado, do inglés,
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry

Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado, do inglés, Inducti-
vely Coupled Plasma Mass Spectrometry

Ablacdo por Laser, do inglés, Laser Ablation

. Cromatografia Gasosa a Baixa Temperatura, do inglés, Low Temperature Gas

Chromatography
Monometilarsénico
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase Reversa, do inglés, Reversed-

Phase High-Performance Liquid Chromatography



pm ...... rotacdes por minuto
TMAO ... Oxidos de Tetrametilarsonio



SUMARIO

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.5.1
2511
2512
2513
2514
2.5.2
2521
2522
2523
2524
2525
2.6
2.7
2.8
2.9

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.3.1
4.3.2

INTRODUCAO . . . . .. ittt e e e e e e e e 23
REVISAO BIBLIOGRAFICA . . . . .. . . ittt ie i 27
Arsénio . . . . . 27
Determinacao de Arsénio Total e Especiacao . . . . . ... ... .. 31
Sedimentos . . . . . . . .. ... 33
Bacia hidrografica do RioDoce . . . . . . .. ... ... ... ..... 33
Técnicas de separacao e deteccao . . . ... ... ... ........ 35
Técnicas de separacao . . . . .. ... ... ... ... ... ... 35
Cromatografia a gas . . . . . . . . . . . e 35
Cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase reversa . . . . . ... .. 36
Cromatografia por exclusdo . . . . . . . . . . . . . ... ... ... 37
Eletroforese capilar. . . . . . . . . . . ... 38
Técnicas de deteccao . . . . . . . . . ... ... . ... ... ... 38
Espectrometria de absorcdo atébmica . . . . . . . . ... ... ... ... 38
Espectrometria de emissdo 6tica com plasma indutivamente acoplado . . . 40
Espectrometria de massa . . . . . . . . ... ... ... .o 40
Espectrofotometria de Absorcdo Molecular . . . . . . . . . ... ... ... 41
Voltametria de redissolucdo . . . . . . . . . . . . ... ... ... ... 41
Geracao de hidreto em espectrometria de absorcao atémica . ... 42
Andlise por injecaoem fluxo . . . . . . ... ... L. 43
Extracao e pré-concentracao por ponto nuvem . . .. ... ... .. 44
Procedimentos de otimizacao em quimica . . . ... ... ... ... 47
OBIJETIVOS . . . . . . e e e e e e e e e e e e 51
Geral . . . . . . 51
Especificos . . . . . . . . ... 51
PARTE EXPERIMENTAL . . . . . . . . . . . i e e i it e 53
Equipamentos e acessorios . . . . . ... ... ... ... ... 53
Reagentes esolucdes . . . . . . . ... ... ... 54
Procedimento experimental . . . . . . ... ... ... .. ....... 56
Procedimento geral . . . . . . . .. . ... ... ... ... ... ... 56

Estudo do modo de injecao no sistema FIA . . . ... ... .. ... 58



4.3.3
4.3.4
4.3.5

4.4
4.5
4.6
4.7
4.7.1
4.7.2
4.7.3
4.7.4

5.1
5.2
5.3
5.4

5.5
5.6
5.7
5.8

Influéncia do pH na formacao do complexo. . . . . . ... ... ...
Otimizacao do procedimento ponto nuvem . . . . . . ... ... ...
Otimizacao do sistema de geracao de hidreto por analise de injecao
emfluxo. . . ... ... . ... e
Estudo da seletividade do método . . . . . . . ... ... ...
Teste de interferentes . . . . . . . ... ... ... ... . ... ...,
Figurasde mérito . . . . . . . . . . ...
Procedimento analitico para a determinacao de arsénio inorganico .
Preparo das amostras . . . . . . . . . ... .. ... .. .. ... ...
Determinacao de arsénio total . . . . .. ... .. ...........
Determinacdo de As(Ill) . . . . . . .. ... ... ... ... ... ..
Determinacdo de As(V) . . . . .. ... .. .. ... ... ... ...

RESULTADOS E DISCUSSOES . . ... .. .............
Estudo do modo de injecao no sistema FIA . . . . .. ... ... ..
Influéncia do pH na formacao do complexo. . . . . . ... ... ...
Otimizacao do procedimento ponto nuvem . . . . . . . ... ... ..
Otimizacao do sistema de geracao de hidreto por analise de injecdo

emfluxo. . . ... .. ...
Estudo da seletividade do método . . . . . .. ... ... .. .....
Teste de interferentes . . . . . . ... ... ... ... ..
Figurasde mérito . . . . . . . . . . . ... ...

Exatidao e aplicacido dométodo . . . . . . . . ... ...,

CONCLUSAO . . . . . e e e e e e e e s e s s s s

REFERENCIAS . . . . . . . e e e e e e e e e s s s s s s,



23

CAPITULO

INTRODUCAO

Dentre as principais fontes causadoras do impacto ambiental existente, pode-se destacar:
a minerac¢do, a agricultura, a produgdo de energia, construgdes civis (urbanizacdo, estradas, etc.),
transportes, exploracdo florestal e as industrias basicas (quimicas e metalirgicas) (ALVARENGA;
ALMEIDA, 2015).

A mineragdo no Brasil teve inicio na época colonial, quase dois séculos posteriores a
chegada dos portugueses no territério sul-americano, mais precisamente no século XVII. Os
interesses portugueses estavam destinados a alguns recursos como o pau-brasil, tabaco, actcar e
mao de obra escrava, justificando a demora em se descobrir as jazidas. O setor de mineragao
brasileiro teve seu desenvolvimento acelerado no século XVIII, determinado pela descoberta
de jazidas de ouro, o que colocou o Brasil como o primeiro grande produtor mundial de ouro
(CHAVEZ et al., 2001).

Dentre os impactos causados pela mineragdo, a degradagdo da paisagem destaca-se como
0 mais caracteristico. Outros efeitos sao ruidos e vibragc@o provenientes do desmonte de material
consolidado, a gerac@o de poeira e gases provenientes da perfuracdo das rochas e dos meios
de transportes, além dos efeitos relacionados a polui¢do das dguas (SILVA, 1995). A qualidade
das 4dguas dos ecossistemas aquaticos sob o impacto da mineracao pode ser prejudicada por
substancias lixiviadas ou contidas nos efluentes das dreas de mineracdo e pela turbidez provocada
pelos sedimentos finos em suspensdo (BESSELL-BROWNE et al., 2017).

Sedimento € um material sélido constituido de matéria organica e particulas minerais
(areia, silte e argila) que surge pela acdo de diversos fendmenos naturais que atuam na atmosfera,
na hidrosfera e na biosfera que uma vez depositadas nos cursos d’dgua se acumulam na superficie
terrestre. As precipita¢des (chuvas), variacdes de temperatura e os ventos siao alguns dos fatores
relacionados com a formag¢do de sedimentos, que a0 mesmo tempo que sao fundamentais para

manter o ecossistema aquatico, podem também atuar como fixadores de poluentes.

Os elementos toxicos estdo presentes nos sedimentos em quantidade traco (1 — 100
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pug.Kg™1), porém essa quantidade pode aumentar expressivamente devido a atividades antropo-
génicas como, por exemplo, descargas de efluentes industriais e de esgoto, mineragdo, aplicagdo
de fertilizantes e pesticidas, entre outros. Existe a possibilidade do elemento depositado no fundo
do rio como sedimento voltar para a fase liquida por meio de processos quimicos e bioquimicos,
que incluem: variacdo da salinidade, temperatura, pH, atividade de microrganismos e o tamanho
das particulas em suspensdo (HOROWITZ, 1991).

Estudos realizados em ambientes aquaticos contaminados mostraram que existe uma
correlagdo entre a concentracdo de contaminante em matrizes abidticas e a fauna residente, sendo
um indicador de bioacumulagado por esses organismos (PRICE et al., 2016). A bioacumulac¢do
descreve um processo que ocorre em um nivel tréfico e se relaciona ao aumento da concentragdo
de poluentes nos tecidos ou 6rgaos dos organismos. Estes poluentes sdo absorvidos pelo orga-
nismo de forma direta quando assimilados a partir do meio ambiente (solo, sedimento, 4gua) ou
indiretamente pela ingestdo de alimentos contaminados. A partir deste processo, pode ocorrer
a biomagnificacdo, que € um fendmeno que consiste no acimulo progressivo de poluentes em
niveis tréficos superiores. Dessa maneira, os ocupantes de niveis superiores da cadeia alimentar
t&ém maiores concentracdes desses poluentes do que suas presas e os efeitos toxicos dos poluentes
podem afetar a taxa de mortalidade das espécies mais sensiveis e também alterar outros processos
vitais como o crescimento e a reproducdo (HEPP; PRATAS; GRACA, 2017).

A toxicidade de um elemento depende de alguns fatores, como a sua concentracao,
tempo, nivel de exposicado e das espécies quimicas do elemento presente no individuo (PAR-
SONS: BARBOSA JUNIOR, 2007). Sendo assim, torna-se importante conhecer a concentragao
desse elemento de interesse com adequada precisdo e exatidao, exigindo o desenvolvimento de

procedimentos analiticos para esse tipo de andlise em diferentes tipos de matrizes.

Diante deste contexto, a Quimica Analitica desempenha um papel importante no desen-
volvimento de novos procedimentos para determinagdo de elementos presentes em amostras

ambientais, biolégicas e de alimentos em niveis de concentracao muito baixos.

No Brasil e em vérias localidades do mundo foram determinados teores de Arsénio
total (As;) em 4dguas subterraneas, solos e em rejeitos de drea de mineracao (SUN et al., 2016;
RIEUWERTS et al., 2014). Embora a determinac¢do da concentragdo total de um elemento ainda
seja muito util, ¢ fundamental nos métodos analiticos, a determinag@o das espécies quimicas que
o elemento estd distribuido para avaliar a sua toxicidade e biodisponibilidade e, dessa forma, a

andlise de especiacdo torna-se necessaria (JITARU et al., 2016).

Estudos envolvendo o comportamento de espécies quimicas no ambiente exigem métodos
de andlise com baixos limites de detec¢cao. Em revisao (WU; SUN, 2016) foram apresentadas
discussoes de diferentes métodos para anélise de arsénio em amostras ambientais, de alimentos e
bioldgicas. Os procedimentos ndo cromatogréficos além de fornecerem informacdes suficientes
sobre a especiacdo elementar para uma série de situacdes, podem ser menos demorados e

disponiveis, além de apresentarem limites de deteccao compativeis.
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Para a quantificacao de substancias elementares, as técnicas de espectrometria atdmica
sdo bastante empregadas, pois apresentam boa seletividade e relativa simplicidade em relacdo a

outras técnicas analiticas.

Consideracdes importantes foram feitas por Dedina e Tsalev (1995) sobre o potencial
do método de Geragao de Hidreto, do inglés, Hydride Generation (HG) acoplada a técnicas de
Espectrometria de Absor¢do Atdmica, do inglés, Afomic Absorption Spectroscopy (AAS), assim
como Santos et al. (2017) e Nakahara (2005) em outras revisdes . Sem duvida, a determinacao
por HG tem sido empregada preferencialmente em AAS, apesar do interesse crescente pelo mé-
todo empregando técnicas como a Espectrometria de Fluorescéncia Atdomica, do inglés, Afomic
Fluorescence Spectroscopy (AFS) (GRIJALBA; FIORENTINI; WUILLOUD, 2017; GRIJALBA
et al., 2016; FARIAS et al., 2015), a Espectrometria de Emissao Otica com Plasma Indutiva-
mente Acoplado, do inglés, Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP
OES) (WELNA; BORKOWSKA-BURNECKA; POPKO, 2015; DADOS et al., 2014; WELNA;
SZYMCZYCHA-MADEIJA, 2014; ILANDER, A.; VAISANEN, A., 2011) e a Espectrometria
de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado, do inglés, Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry (ICP-MS) (GUERRERO et al., 2017; WU; SUN, 2016; PETURSDOTTIR et al.,
2012).

A Espectrometria de Absor¢ao Atomica com Geracdo de Hidretos, do inglés, Hydride
Generation Atomic Absorption Spectroscopy (HG AAS) € baseada na formagdo de hidretos
volateis produzidos em solucdo a partir da adi¢do de um agente redutor apropriado a amostra
acidificada. Ap6s a formagao dos hidretos, os mesmos sdo transportados a um atomizador,
geralmente um tubo de quartzo aquecido. Neste contexto, a HG AAS torna-se uma técnica
adequada a determinagdo de arsénio em baixas concentracdes que, acoplada ao sistema de
injecdo em fluxo, reduz o consumo de reagentes e apresenta frequéncia analitica elevada (HESSE;
RISTAU; EINAX, 2015).

Para melhorar os limites de deteccao das técnicas e obter uma boa sensibilidade, as
etapas de extracdo e pré-concentra¢ao do analito podem ser fundamentais na aplicacdo de um
método (HAGIWARA et al., 2015). Essas etapas minimizam o efeito de interferentes em matrizes
complexas e aumentam a sensibilidade do procedimento a partir da obtencao de uma subfracao
da amostra original enriquecida com as substancias de interesse analitico, de forma a se obter
uma separacao livre de interferentes e com detec¢do adequada. Dentre alguns procedimentos de
extracao pode-se citar a Extracdo Liquido-Liquido, Troca Ionica e a Extra¢do por Ponto Nuvem,
do inglés, Cloud Point Extraction (CPE).

A extracao por ponto nuvem torna-se conveniente por exigir adicdo de pequena quanti-
dade de surfactante na soluciao aquosa da amostra, eliminando a necessidade do uso de grandes
quantidades de solventes organicos como ocorre na extracao liquido-liquido (SHI et al., 2017).
Essa metodologia estd condicionada a qualquer componente presente em solucdo que seja capaz

de se associar as micelas, ou de ser dissolvido em seu interior organico (que atua como fase
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pseudo-organica).

Neste trabalho utilizou-se a CPE para a determinacdo de arsénio em sedimentos em-
pregando a geracdo de hidretos em um sistema de Andlise por Injecdo em Fluxo, do inglés,
Flow Injection Analysis (FIA) por multicomutag@o. As amostras de sedimento fornecidas, foram
coletadas na regido da Bacia do Rio Doce no Espirito Santo, regido que foi afetada em novembro
de 2015 pelo rompimento da barragem de Fundao, localizada no subdistrito de Bento Rodrigues,

a 35 Km da cidade de Mariana (MG).

O rompimento da barragem de rejeitos de minerag@o controlada pela Samarco Minerag¢ao
S.A. foi um dos maiores desastres do género. A Figura 1 apresenta os principais acidentes
relacionados ao rompimento de barragens de mineradoras no mundo, abordando tanto o volume
de residuo gerado quanto a distancia percorrida pelos rejeitos. Com rela¢do ao acidente ocorrido
em Minas Gerais, observa-se que a quantidade de rejeitos de mineragdo em metros ctbicos
que atingiu vérias cidades € quase duas vezes maior que o acidente ocorrido em Luzon no
ano de 1992. Além disso, a drea afetada foi bem superior aos demais acidentes, percorrendo
aproximadamente 600 Km, enquanto que o segundo maior acidente nesse aspecto, em El Porco

no ano de 1996, percorreu uma distancia de aproximadamente 300 Km.

Figura 1 — Cinco maiores acidentes mundiais com barragens representados por: (a) volume de residuo gerado em
milhdes de m3 e (b) distancia percorrida em Km.
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Fonte: (Bowker Associates, Science & Research In The Public Interest, 2015)

O interesse na andlise de sedimentos estd na avaliacdo da concentracdo de elementos
toxicos, que € um indicador de sua qualidade. Para o acompanhamento desse parametro, a quimi-
ometria foi introduzida na andlise de dados quimicos para o desenvolvimento do procedimento
analitico na determinagio de espécies contaminantes (CRNKOVIC et al., 2016; REINHOLDS
et al., 2015; RODRIGUES et al., 2014). A vantagem dos métodos multivariados consiste em
avaliar, interpretar e extrair uma quantidade maior de informacdes a partir de um nimero redu-
zido de experimentos simultaneos entre as varidveis estudadas, com destaque aos sistemas de
planejamento fatorial e a metodologia de superficie de resposta (SUBHA; SONG; WOO, 2017;

YAVARI et al., 2017).
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2.1 Arsénio

O arsénio € um elemento quimico de simbolo As, com nimero atomico 33 e massa
atdmica de 75 u. Estd localizado no grupo 15 da Tabela Periddica e segundo a classificagdo dos
elementos € considerado um metaloide, pois possui propriedades de um metal e de um nao metal
(DUARTE, 2006).

E um elemento com ampla distribuico na biosfera. Os oceanos possuem uma concentra-
¢do média de 2,0 a 3,0 ug.L~!, enquanto a crosta terrestre apresenta uma média de 2,0 ug.kg ™!
(OCHSENKUHN-PETROPULU; VARSAMIS; PARISSAKIS, 1997). O arsénio inorgénico estd
associado com minerais na forma de arsenatos, arsenitos, 0xidos e arsénio elementar. Geralmente
esses minerais também sao encontrados associados a metais de transicdo como Cd, Pb, Ag,
Au, Sb, P, W e Mo (SMEDLEY; KINNIBURGH, 2002). Dentre as fontes mais importantes de
arsénio em regido de mineragdo, a arsenopirita (FeAsS) e a pirita (FeS,) sdo os minerais mais

abundantes e sdo, com frequéncia, os hospedeiros do ouro (NORDSTROM et al., 2000).

Algumas espécies de arsénio sdo encontradas em sua forma metilada, uma vez que
s@o produzidas como metabdlitos em varios organismos devido a presencga de bactérias (como
E. coli, Flavobacterium sp, Methanobacterium sp) e fungos (como Aspergillus glaucus) que
apresentam a capacidade de biometilar arsénio (MA et al., 2017). Além disso, a flora e a fauna
marinha também contém compostos derivados do arsénio, pois nas vias metabdlicas o nitrogénio
e o fosforo podem ser facilmente trocados por ele. Entre esses compostos € possivel citar a
Arsenobetaina (AsB), a Arsenocolina (AsC) e arseno-aguicares de origem algal (LOMAX et al.,
2012).

No solo € possivel encontrar tanto arsénio organico quanto inorgénico, sendo que a forma
encontrada depende de fatores climédticos e de componentes que podem influenciar no potencial

redox (FAYIGA; SAHA, 2016). No ar, o arsénio encontra-se adsorvido em materiais particulados
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e presente, principalmente, na forma de arsenito (AsO; ) e arseniato (AsOf’f). Estes compostos
sdo facilmente absorvidos, tanto oralmente quanto por inalacdo. Alguns compostos de arsénio,
emitidos principalmente por atividades antrépicas, sdo toxinas cancerigenas e sao responsaveis

pela mudanga natural do ciclo biogeoquimico do arsénio (YANG et al., 2012).

O limite aceitavel de arsénio em dguas naturais é de, no maximo, 10 u g.L_1 (WHO,
2001). Na dgua do mar, embora as espécies de arsénio elementar (As”) e arsina (AsH3) sejam
raras, arsenito, arseniato, Oxidos de Tetrametilarsénio (TMAO), AsC, AsB, Monometilarsdnico
(MMA), Dimetilarsinico (DMA) e arsénio ligado a lipidios sdo encontrados com maior frequéncia
(MOREIRA et al., 2016).

As formas encontradas em ambientes fortemente redutores sdo As? e AsHz. O arsenito
predomina em condi¢cdes moderadamente redutoras e o arseniato é o composto mais estdvel em
ambientes oxidantes (WHO, 2001). O arsé€nio presente na atmosfera, pedosfera, hidrosfera e
biosfera pode ser de origem natural ou antropogénica e as diferentes formas encontradas estdao
relacionadas com o ciclo biogeoquimico do arsénio. Esse ciclo, representado na Figura 2, envolve
processos fisico-quimicos (oxidac¢ao/reducdo, precipitagdo/solubilizacao e adsor¢ado/dessor¢do)
e processos bioldgicos (principalmente microbioldgicos) (LIEVREMONT; BERTIN; LETT,
2009).

Figura 2 — Ciclo biogeoquimico do arsénio.
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O intemperismo das rochas € responsavel pela liberagao do arsénio na biosfera e hidros-
fera e a presenca do elemento na atmosfera deve-se ao processo de erosdo pelo vento, processos
de volatilizacdo e emissdes vulcanicas. A extracao de metais pelas mineradoras, que s6 € possivel
através da quebra de rochas e escavacao de solos, pode levar a liberacao deste elemento no solo
e corpos de dgua adjacentes (NAZARI; RADZINSKI; GHAHREMAN, 2016; LIEVREMONT,;
BERTIN; LETT, 2009).

Apesar da principal fonte de contaminacdo do arsénio ocorrer de forma natural, a
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mineracgdo e o refino de metais sdo atividades antrépicas que contribuem e aceleram a liberacao
desse elemento no ambiente. Outras atividades humanas também podem resultar na liberagcdo de
arsénio no ambiente, tais como: o uso de pesticidas e insumos agricolas, processos de fabricagdo
de vidros e de semicondutores e a combustido do carvio (BAIRD; CANN, 2011).

Uma vez liberado no ambiente, o arsénio pode ser transformado por organismos aquéaticos.
A proporcdo de seus estados oxidativos em um determinado ambiente depende das reagdes
envolvidas no metabolismo de microrganismos, especialmente de bactérias, como a reducao do
As(V), a oxidacdo do As(III) e as reagdes de metilacdo. Essas reagdes podem afetar a especiacao
e mobilidade do arsénio, pois protegem os microrganismos dos efeitos toxicos do elemento e
podem contribuir para o aumento ou redu¢do da contaminag¢do, dependendo da estrutura da
comunidade bacteriana presente no ambiente (WATANABE; HIRANO, 2013). Além disso, as
arsinas metiladas sao espécies volateis e rapidamente liberadas para a atmosfera (OREMLAND;
STOLZ, 2003).

Uma vez que o arsénio sofre transformacodes durante determinados processos, iSso
significa dizer que o mesmo se encontra presente em diferentes formas. A importancia e o
interesse na determinagdo quantitativa das espécies de arsénio estdo na relacao existente entre
as diferentes espécies quimicas e a sua toxicidade, porque esta é fortemente dependente de sua

forma quimica, que pode ser devido ao grau de alquilagdo ou aos diferentes estados de oxidagao.

A espécie trivalente de arsénio € cerca de 60 vezes mais toxica que a espécie pentavalente
e as espécies inorganicas sdao aproximadamente 100 vezes mais toxicas que espécies organicas
(WHO, 2001).

A Dose Letal para 50% de uma populagio de ratos (LDsp) para As,O3 é de 20 mg.kg ™!,

para KAsO; é de 14 mg.kg~!, para Ca3(AsOy), é de 20 mg.kg~!, para MMA & de 700-800
mg.kg~!, para DMA é de 700-2600 mg.kg !, enquanto que para AsB e AsC nio foi observado
sinal de toxicidade apés dose oral de 10 g.kg~! e de 6,5 g.kg~! respectivamente. Dessa forma, a
ordem decrescente do grau de toxicidade das espécies mais importantes de arsé€nio é: arsina >
arsenito > arseniato > 4cidos alquil-arsénicos > compostos de arsénio > arsénio elementar (CAI
etal.,2016).

Devido as diferentes propriedades dos compostos de arsénio, o entendimento do seu
comportamento no ambiente é complexo. O aspecto bioquimico mais observado € a metilagao,
pois o arsénio inorganico pode ser convertido em formas metiladas no meio ambiente. Posterior-
mente, estas espécies sao liberadas no meio aquoso, tornando-se disponivel para aumentar os
niveis de arsénio na cadeia alimentar, como apresentado na Figura 3. Como a biodisponibilidade
e os efeitos fisioldgicos/toxicoldgicos do arsénio dependem de sua forma quimica, a anélise de
especiacdo € um instrumento importante para a avaliacdo de riscos a saide da populacdo assim

como para a identificacdo de possiveis fontes de contaminacao.

Algumas instituicdes de referéncia em toxicologia, como a Agéncia Internacional de
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Figura 3 — Processo de biometila¢do do arsénio.
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Pesquisa do Cancer (IARC, 2012), Conferéncia Americana das Industrias Higienistas Gover-
namentais (ACGIH, 2003) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA)

classificam o arsénio e seus compostos como “conhecido cancerigeno humano”.

As espécies inorganicas de arsénio sdo muito soldveis em dgua, sendo uma das substin-
cias causadoras de cancer em humanos devido o consumo de 4gua e alimentos contaminados,
além de serem bioacumulativas. Elevada exposi¢do a compostos inorganicos de arsénio pode
provocar envenenamento cronico e levar ao desenvolvimento de uma doenca conhecida como
arsenicose, que € caracterizada por hiperqueratose e hiperpigmentacdo na pele. Além disso,
a atividade celular € afetada por inibi¢ao enzimdtica e as consequéncias sao cancer de pele,
doencas cardiovasculares, distirbios do sistema nervoso central e vascular periférico e gangrena
(morte/putrefacdo) dos membros (ABDUL et al., 2015).

O arsénio absorvido pelo organismo fica retido inicialmente nos glébulos vermelhos,
deposita-se posteriormente nos tecidos e fica armazenado principalmente no figado, rins e
pulmdes. E também depositado nos cabelos e ossos, onde fica retido por longos periodos
(ABDUL et al., 2015).

Na Figura 4, sdo apresentadas algumas formas orgénicas e inorganicas de arsénio encon-

tradas no ar, na 4gua e no solo.
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Figura 4 — Principais espécies de arsénio biodisponiveis no ambiente.
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2.2 Determinacao de Arsénio Total e Especiacao

Medidas analiticas relacionadas a determinacdo total de um elemento especifico na
amostra, desde as espécies toxicas até as necessdrias ou essenciais aos 0organismos vivos, nao
sdo suficientes para investigagdes toxicologicas, uma vez que o estado de oxidacdo em que o
elemento € introduzido no meio ambiente, é de fundamental importancia. Diante disso, torna-se
necessario o desenvolvimento de um procedimento seletivo para a determinacao da espécie de

interesse.

Especiacio quimica € definida como a distribui¢do das diversas formas que um elemento
quimico pode se encontrar em uma determinada amostra € o processo para identificar e/ou
quantificar uma ou mais espécies de um elemento € conhecido por andlise de especiacdo (IUPAC,
2014). Logo, para a andlise de especiacdo € necessdrio ter certeza que estd determinando a
espécie de interesse e ndo um somatdrio de todas as espécies (NEARING; KOCH; REIMER,
2014).

Estudos envolvendo a anélise de arsénio em amostras bioldgicas e ambientais despertam
grande interesse em funcdo da sua toxicidade e biodisponibilidade. O método analitico adequado
depende do procedimento de preparo da amostra e outros fatores, como o armazenamento € o

pré-tratamento das amostras que também devem ser levados em consideragao.

A especiagdo de arsénio em solos e sedimentos é fundamentada no processo de lixiviagdo,
e as espécies predominantes sao As(Ill) e As(V) (NICHOLAS et al., 2017). Alguns métodos
propostos de extracdo utilizam solu¢des de cloridrato de hidroxilamina (NH,OH.HCI) + 4cido
fosforico, oxalato + dcido ascorbico aquecido, HNO3 + HCI + HF (LOCK et al., 2016), acido
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ortofosférico + 4cido ascérbico 0,1 mol.L~! assistida por microondas (LOU; WENGI LIU;
XIAODONG LIU, 2014).

Para melhorar o limite de deteccdo na determinacgdo total de arsénio, as técnicas de
espectrometria de absor¢do ou emissao atdmica vém substituindo as técnicas colorimétricas. A
espectrometria de fluorescéncia por raios-X e Ablacdo por Laser, do inglé€s, Laser Ablation (LA)
com deteccdo por ICP-MS, por exemplo, tém sido utilizadas para a determinacdo total de arsénio
em diferentes tipos de amostras sélidas (BONG et al., 2012; KUMTABTIM et al., 2011).

A técnica de HG no caso do arsénio ou de vapor frio no caso do mercurio, pode ainda
melhorar os limites de deteccao na andlise de especiacdo, uma vez que o estado de oxidagao
menor do elemento é favorecido devido a cinética da reagao com borohidreto de s6dio ou com
outro reagente adequado (LUO et al., 2017; JESUS et al., 2013).

Tanto a reducdo quanto a oxidacio de arsénio pode ocorrer mediante processos quimicos,
logo, para a andlise de especiacdo de arsénio inorganico, deve-se primeiramente definir qual
a espécie serd determinada e utilizar agentes redutores ou oxidantes para reduzir As(V) a
As(IIT) ou para oxidar As(IIl) a As(V), respectivamente. Feito isso, determina-se o total da
espécie inorganica e por diferenga das concentracdes da espécie total e a espécie determinada

seletivamente pelo método desenvolvido, calcula-se a concentrac¢do da outra espécie.

Santos et al. (2017) realizaram um estudo de anélise da especiacdo quimica de arsénio
inorganico em produtos de arroz (farinha, biscoito, massa, leite em pd, bolo, bebida lactea,
vinagre, vinho e cerveja) utilizando HG-AAS. A geracdo seletiva de arsina do As(IIl) foi
conseguida com NaBHj a 0, 1% (m/v) e HCl a 10 mol.L~!. O arsénio inorganico foi determinado
por pré-reducio (em KI 4% m/v + 0,8% m/v de 4cido ascérbico + 1,9 mol.L~! de HCI) seguido
de determinacdo nas mesmas condicdes utilizadas para As(III). A concentracdo de As(V) foi
estimada por diferenca entre arsénio inorganico total e As(III). O arsénio total nas amostras
solidas de arroz foi extraido com K,S,0g a 2% (m/v) e HNO3 a 10% (m/v) enquanto que as
amostras liquidas foram simplesmente diluidas com HNO3 0,28 mol.L~!. Para os produtos

s6lidos, os limites de quantificagdo do método foram 5,4;15 e 23 ng.g~!

s respectivamente, para
As(III), arsénio inorganico e As;. Enquanto que para as amostras liquidas foram de 0,54 a 2,7
pg.L~! para As(TIT), 0,94 2 9,4 ug.L~! para arsénio inorganicoe 1,1 a 5,7 ug.L~! para arsénio

total.

Sun et al. (2013) realizaram a andlise de especiacdo de ars€nico inorganico em amostras
de carvao por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de fluorescéncia
atdmica com gera¢do de hidreto apos extragcdo assistida por microondas. Os extratos de As(IIl) e
As(V) foram obtidos por tratamento da amostra em H3PO4 1,0 mol.L~! e 4cido ascérbico 0, 1
mol.L~! . Nas condi¢des otimizadas, os limites de detec¢io foram 0,01 ug.L~'e 0,02 ug.L~!,
com recuperacgoes de 102,5% e 96,5%, respectivamente, para As(IIl) e As(V).

Ja Akter et al. (2005) estudaram o desempenho de CE-UV, HG-AAS e LC-ICP-MS
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para a especiacdo de arsénio em amostras de dguas. As espécies estudadas foram arsenito,
arseniato e DMA. Os limites de detec¢do foram de 0,10 — 0,19, 100 — 500 e 0,1 — 0,2 ,ug.L’l,
respectivamente, para HG-AAS, CE-UV e LC-ICP-MS.

2.3 Sedimentos

Devido a atividade antrépica, niveis elevados de elementos toxicos podem ser encontrados
nas dguas e sedimentos. Tais elementos encontram-se distribuidos como fons soldveis, complexos
inorganicos e organicos soluveis, fons facilmente trocdveis, complexos organicos insoluveis,
sulfetos insoliiveis e formas residuais (COSTA, 2002).

Os sedimentos desenvolvem um papel importante nos ambientes aquaticos, pois sdo
fontes de alimento e habitat para a fauna. Também sdo depositos de particulas solidas inorganicas,
matéria orgadnica e constituintes adsorvidos, onde menos de 1% das substancias presentes
sdo dissolvidas em 4gua, logo, mais de 99% estdo estocadas nos sedimentos (SALOMONS;
STIGLIANI, 1995). A propor¢ao dos minerais para matéria organica varia substancialmente em

funcao do local.

Dependendo das condi¢des ambientais, os sedimentos podem ser um depdsito ou uma
fonte de elementos traco das dguas superficiais, pois os elementos nao sao permanentemente fixos
aos sedimentos, podendo ser reciclados biologicamente ou quimicamente, retornando a coluna
d’dgua (TANG et al., 2017). Grandes quantidades de arsénio em sedimentos podem indicar
enriquecimento de origem geogénica, mas a urbanizagdo e a industrializacdo vém acompanhadas
de atividades humanas que contribuem para a contaminacao do solo, d4gua e dos sedimentos.
Sendo assim, a investigagdo de arsénio presente em sedimentos € realizada considerando que
o sedimento é um compartimento aqudtico ativo de distribui¢do de arsénio a biota aquética.
Portanto, a contaminagio do sedimento é¢ um grande problema de poluicdo ambiental em todo o
mundo (RIBEIRO, 2002).

2.4 Bacia hidrografica do Rio Doce

A Bacia hidrogréafica do Rio Doce, apresentada na Figura 5, localiza-se na regido Sudeste
e tem 4rea de 83.400 km? desde a nascente até o oceano Atlantico, no povoado de Regéncia-ES.
De todo seu territério, 86% estd em Minas Gerais e 14% no Espirito Santo. A populacao de 3,5

milhdes de habitantes distribui-se em mais de 230 municipios nos dois Estados.

O rio Doce € caracterizado como um extenso rio que adentra no planalto mineiro.
Seu tracado a partir de sua formacdo assemelha-se mais ou menos a forma do litoral e, em
Governador Valadares, o rio toma a direc@o leste a caminho do oceano. Este tragado é explicado
pelas caracteristicas morfoestruturais variadas que ocorrem no interior da bacia, podendo ser
dividida em trés Unidades Regionais: Alto, Médio e Baixo Rio Doce (COELHO, 2007).
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Figura 5 — Mapa da Bacia Hidrogréfica do Rio Doce.

Fonte: (ANA:Agéncia Nacional de Aguas, 2015)

O clima da bacia € o tropical imido, porém, ndo apresenta uma uniformidade climatica.
Esta diversidade € devida as caracteristicas de relevo e do encontro de massas de ar que atuam
no interior da bacia, como é o caso do Sistema Tropical Atlantico que predomina grande parte
do ano, e também, do Sistema Equatorial Continental, provocando Linhas de Instabilidade a
Tropical, principalmente no verdo, provocando chuvas intensas. Normalmente, a estacdo chuvosa
se inicia em novembro e se prolonga até maio com uma distribuicao heterogénea no interior da
bacia. As regides de maior altitude e as litordneas apresentam maiores indices de precipitacdes,
enquanto os fundos de vales e regides deprimidas sdo as que apresentam menores indices totais
anuais. O regime fluvial do rio Doce € perene e, de modo geral, acompanha a pluviosidade. Os
picos de cheias ocorrem nos meses de dezembro, janeiro e marco, € as vazantes extremas nos
meses de agosto e setembro (EUCLYDES et al., 2011).

Quase toda a bacia apresenta temperaturas médias anuais elevadas durante boa parte do
ano e, mesmo nos meses mais frios, as temperaturas médias anuais sdo superiores a 18° C e

atingem temperaturas superiores a 24° C no litoral.

Essas condi¢des climdticas, associadas as caracteristicas do relevo e do solo, ocasionam
a decomposicdo de minerais constituintes do material de origem (rocha); maior atividade no
processo de pedogénese dos solos tropicais e processos naturais de erosdes, apontando que a
Bacia Hidrografica do Rio Doce € uma das regides com maior potencialidade na produgdo de
sedimentos no pais (CHEREM, 2012).

A escolha dessa regido para o desenvolvimento dessa dissertacao, apds o tragico acidente
ocorrido no complexo minerdrio, deve-se ao fato de ser um local onde o impacto causado as

espécies de peixes da regido junta-se aos danos provocados no solo, nas matas ciliares, nos



2.5. Técnicas de separacdo e detec¢do 35

terracos dos rios e estende-se aos modos de vida das comunidades ribeirinhas que cultivavam
lavouras, hortas e que dependem da pesca (CBH-DOCE, 2014).

A lama de rejeitos destruiu o Distrito de Bento Rodrigues. Ja no distrito de Regéncia,
situado no municipio de Linhares, os danos as dreas de preservacdo permanente nas margens
destes cursos d’4dgua sdo incalculdveis, além dos prejuizos sociais € econdmicos a diversos
proprietérios rurais, povos indigenas e a popula¢do dos municipios mineiros e capixabas afetados

pelo comprometimento da qualidade das dguas e deposicao de rejeitos.

2.5 Técnicas de separacao e deteccao

A concentracdo das espécies presentes em uma amostra € a sua origem sao fatores
importantes na escolha de uma técnica adequada para a extracdo e detec¢do do analito de
interesse, uma vez que a concentra¢ao do analito presente na amostra possa estar abaixo do

limite de quantificagdo da técnica.

A seguir serdo citadas algumas técnicas de separagdo e detec¢do comumente empregadas

para a determinacdo de arsénio.

2.5.1 Técnicas de separacao
2.5.1.1 Cromatografia a gas

A Cromatografia Gasosa, do inglés, Gas Chromatography (CG) € uma técnica utilizada
para separacdo e andlise de espécies volateis na temperatura de trabalho da técnica. A amostra é
vaporizada e introduzida por um fluxo de gas adequado denominado fase mével, que passa por
um tubo contendo a fase estaciondria, onde ocorre a separacdo da mistura. Diante disso, esta
técnica € utilizada para a especiacdo de compostos organicos de arsé€nio e, no caso das espécies
inorganicas, estas devem ser convertidas em espécies volateis por processos de derivatiza¢ao
(CAMPILLO et al., 2008).

O acoplamento da CG a detectores com ioniza¢do em chama, captura de elétrons, foto-
metria de chama, espectrometros de massa com plasma indutivamente acoplado, espectrdmetros
de absorc¢do atdmica, espectrometros de emissao atdmica com plasma acoplado indutivamente,
tornam esta técnica uma ferramenta muito utilizada na andlise de especiacdo (LI CHEN; MA;
WEI CHEN, 2014).

A separacdo de arsénio por CG € controlada por uma série de pardmetros, destacando-se
entre 0s mais importantes, a natureza da fase estaciondria (coluna), temperatura da coluna, injetor
e detector, derivatizacdo, volume de injecdo e sensibilidade do detector (KANG; JEONG JUNG;
YHUNG JUNG, 2016).

Wang e Cui (2016) investigaram um método combinando a derivatizacdo — extragao
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por fluido supercritico — cromatografia gasosa para a especiacio e determinacdo quantitativa
de DMA, MMA e arsénio inorganico em matrizes de solo e sedimento. O éster metilico do
acido tioglicdlico (TGM) e o éster etilico do dcido tioglicolico (TGE) foram avaliados como
reagentes de derivatizacdo. Os resultados mostraram que o TGE foi mais eficaz para a especia¢ao
de arsénio como um reagente de derivatiza¢do. Além disso, a adicdo de microemulsdo contendo
o surfactante Triton X-100 pode aumentar ainda mais a recuperacdo de espécies de arsénio. As
condic¢des 6timas de extraccao foram 100° C, 30 MPa, 10 min de extragdo estdtica e 25 min de
extracdo dindmica com 5% (v/v) de metanol e surfactante modificado com CO;. Os limites de

1

detec¢do em matrizes sé6lidas foram de 0,15, 0,3 e 1,2 mg.kg™ ", respectivamente, para DMA,

MMA e arsé€nio inorganico. O método foi validado por testes de adi¢@o e recuperagao.

Griiter, Kresimon e Hirner (2000) desenvolveram uma técnica para especiacio de arsénio
(AsH3, MMA, DMA, (CH3)3As e (C¢Hs)AsH;) em solo procedente de lixo doméstico. Para
tal, combinaram as técnicas de Geracdo de Hidreto, Cromatografia Gasosa a Baixa Temperatura,
do inglés, Low Temperature Gas Chromatography (LTGC) e ICP-MS e o limite de detecgcao
foi inferior a 0,7 pg.L~!'. Os mesmos autores combinaram também as técnicas HG-LTGC e
ICP-MS e obtiveram limite de detecco na faixa de 2 — 12 pg.L~! na determinacio de AsH3,
MMA, DMA e (CH3)3As em urina humana apds o consumo de peixe.

Embora apresente muitas vantagens, a CG apresenta algumas desvantagens para especia-
¢do de arsénio, como o elevado consumo de reagentes e o processo de derivatizacao dos fons
metdlicos, principalmente em amostras ambientais, que € trabalhoso e requer atencio especial na
extragdo das amostras (TRANCHIDA, 2017).

2.5.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase reversa

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase Reversa, do inglés, Reversed-
Phase High-Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) consiste de uma fase estaciondria
de menor polaridade e uma fase mével de maior polaridade, diferente da fase normal que tem as
polaridades invertidas. Dentre as vantagens da técnica, destaca-se o uso de fases moveis menos
téxicas e de menor custo, como metanol e dgua; facilidade de empregar elui¢do por gradiente;
maior rapidez nas andlises e boa reprodutibilidade dos tempos de retencao (MOLDOVEANU;
DAVID, 2017). Além disso, permite a separacdo de espécies ndo volateis de arsénio, apresentando
maior aplicabilidade quando comparada a CG (ALIL; JAIN, 2004).

Narukawa et al. (2017) desenvolveram um método por HPLC-ICP-MS apdés a extragdo
assistida por bloco digestor para a quantificacdo total de arsénio inorganico em farinha de
arroz. Com um sistema de elui¢@o isocratico, foi possivel eluir tanto As(III) quanto As(V)
no mesmo tempo de retencdo e essas espécies foram completamente separadas das espécies
organicas em uma coluna de fase reversa. A injecdo rdpida permitiu medir trés réplicas dentro
de 6 min e, combinado com uma extracdo de 15 minutos em HNO3-H,O,, possibilitou extrair

quantitativamente todas as espécies de arsénio da farinha de arroz.
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Fang et al. (2016) realizaram um estudo analitico utilizando RP-HPLC-ICP-MS para a
andlise de especiacdo de arsénio e mercturio. Foi investigado o efeito do reagente de emparelha-
mento 10nico na separagcdo simultanea de quatro espécies de arsénio (arsenito, arseniato, MMA e
DMA) e trés espécies de mercurio (mercurio inorganico (HglII), metilmercirio e etilmercurio).
O tempo de separacdo e re-equilibrio foi atingido dentro de 20 min. A extragdo assistida por
microondas em HNO3 a 1% e as curvas de calibragdo baseadas nas medi¢des da drea do pico
foram lineares com coeficiente de correlacdo maior que 0,9958 para cada espécie no intervalo
estudado. Os limites de detecgio das espécies estavam na faixa de 0,84 —2,41 pug.L~! para o
arsénio e de 0,01 — 0,04 ug.LL~! para o merciirio. O método proposto foi entdo aplicado com
sucesso para a determinacao simultanea de espécies de arsénio e mercurio em material padrdo de

farinha de arroz e dois tipos de arroz comerciais.

Rattanachongkiat, Millward e Foulkes (2004) determinaram diversas espécies de arsénio
(As(IIT), As(V), MMA, DMA e AsB) em amostras bioldgicas (peixes e crustidceos) e ambientais
(sedimento) utilizando HPLC-ICP-MS. A extra¢do das espécies de arsénio em amostras biologi-
cas foi realizada com enzimas, com recuperagdes entre 82 € 102%. Nas amostras ambientais, a
extracdo foi feita utilizando H3PO4 em sistema aberto, auxiliado com radiacdo microondas. Para
a separacdo das espécies de arsénio em ambos os extratos, empregaram uma coluna Hamilton
PRP-X100.

2.5.1.3 Cromatografia por exclusdo

E uma técnica que separa as moléculas dissolvidas com base no seu tamanho, bombeando-
as por colunas especializadas que contém material de preenchimento microporoso. Uma vanta-
gem da técnica € a possibilidade de caracterizar compostos com massa molecular desconhecida,
porém apresenta algumas desvantagens, como a dependéncia do tamanho molecular na separa¢ao
e a capacidade limitada da coluna (NETOPILIK, 2017).

O arsénio pode formar complexos com matéria organica dissolvida e € um desafio analisar
as ligacdes do arsénio a matéria organica, principalmente utilizando um método de separacao
cromatografica direta. A cromatografia por exclusdo hifenizada com espectrofotometro UV e
ICP-MS foi desenvolvida por Liu e Cai (2013) para caracterizar a complexacdo de As(IIl) com a
matéria organica dissolvida. Este método foi capaz de diferenciar tanto o complexo formado

entre As(Ill) e a matéria organica quanto o As(III) livre.

Um método para separacao de As(1Il), As(V), MMA, DMA e AsB utilizando a técnica
da cromatografia por exclusdo foi realizada por Nakazato et al. (2000) em resina metracrilato
carboxilada. O método possibilitou a separacdo de até oito espécies de arsénio, porém, foi

necessario uma hora para que todas as espécies sejam eluidas.
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2.5.1.4 Eletroforese capilar

E uma técnica de separacio baseada na diferenca de migracio de compostos idnicos ou
ionizédveis na presenca de um campo elétrico. Devido a necessidade em obter métodos simples,
rdpidos, sensiveis e de baixo custo para a especiacdo de arsénio, a Eletroforese Capilar, do inglés,
Capillary Electrophoresis (CE) tem sido acoplada a detectores que utilizam radiag@o ultravioleta
(UV), AAS, AFS, ICP OES e ICP-MS (JIANG et al., 2017; MATUSIEWICZ; SLACHCI’'NSKI,
2012).

Com essa finalidade, Liu et al. (2013) determinaram simultaneamente dez compostos de
arsénio utilizando a CE acoplada a ICP-MS. O sistema CE-ICP-MS foi hifenado por uma nova e
eficiente interface que foi utilizada diretamente como nebulizador. A separacao foi conseguida
num capilar de silica fundida de 100 cm de comprimento e 50 pm de didmetro. A separacio das
dez espécies de arsénio foi conseguida utilizando um tampao constituido por NaH,PO4 12 mM e
H3;BO3 8 mM a pH 9,20 com uma tensao de +30 kV. Os limites de detec¢do dos dez compostos

de arsénio variaram entre 0,9 — 3,0 ng.g~!

e os desvios-padrao relativos (RSD, n = 5) foram
inferiores a 1,5%,5,7% e 4,8%, respectivamente, para o tempo de migragao, altura do pico e
area do pico. Este método foi aplicado com sucesso em dois materiais de referéncia certificados

(TORT-2 e DORM-3) e amostras de dgua subterranea, plantas e carne de frango.

Deng et al. (2013) estudaram a melhor condi¢do para a anélise de especiacdo do arsénio
inorganico em sedimentos usando eletroforese capilar combinada com espectrometria de absor¢ado
atOmica com atomizagao eletrotérmica e geracao de hidreto (CE-HG-ETAAS). Os limites de
detecgio de As(IIT) e As(V) foram 135 ng.g~! e 160 ng.g~!, respectivamente. Os desvios-padrio
relativos da especiag@o de arsénio foram menores do que 2% e as recuperacOes de As(III) e

As(V) na amostra foram de 97,6% e 96,7%, respectivamente.

2.5.2 Técnicas de deteccao

A deteccdo de arsénio utilizando espectrometria atdmica oferece uma boa sensibilidade
em andlises a nivel traco e pode ser combinada com algumas técnicas de separagdo, princi-
palmente as cromatogréficas. Algumas aplicacdes das técnicas de detec¢ao serdo discutidas a

seguir.

2.5.2.1 Espectrometria de absorcdo atémica

Estudos realizados para o uso da Espectrometria de Absorcao Atdmica com Forno de
Grafite, do inglés, Graphite Furnace Atomic Absorption Spectroscopy (GF AAS) para deteccao
de arsénio mostraram que o acoplamento direto da HPLC a GF AAS torna-se dificil devido a
sua descontinuidade de operagao (GONG et al., 2002). Sendo assim, € um procedimento feito
em batelada para posterior andlise de cada fracdo por GF AAS, pois envolve a coleta de fracdes

das solucdes que saem da coluna cromatogréfica seguida de sua andlise.
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Mihucz et al. (2017) desenvolveram uma metodologia para especiagdo de arsénio inor-
ganico em amostras de dgua geotérmica e potdvel utilizando a espectrometria de absor¢ao
atomica com forno de grafite de alta resolu¢do com fonte continua combinado com a extra¢ao
em fase sélida. As curvas de calibracdo foram lineares até 200 pg.L~!, mas utilizando o ajuste
polinomial de segunda ordem, a linearidade foi até 500 ug.L.~!. Foi demonstrado que o pH da
amostra ndo deve ser superior a 8 para uma especiacao precisa de As(V) com uma recuperacao

de aproximadamente 95%.

Sahuquillo et al. (2003) fizeram uma anélise direta de sedimentos por espectrometria
de absor¢do atdmica com forno de grafite utilizando amostras sélidas. A técnica permitiu a
determinacdo direta de arsénio em residuos sélidos apds processos de lixiviacdo, além da
avaliacdo de sua biodisponibilidade (extragdo sequencial BCR ). Para as condi¢Ges instrumentais
otimizadas, o limite de detec¢io foi de 0,44 mg.kg~'. A soma de arsénio lixiviado em HNO3

65% e a fracao residual, proporcionaram recuperagdes entre 72 — 118% do teor total de arsénio.

A maioria dos procedimentos para determinacao de espécies de arsénio por GF AAS
envolvem extracdo de espécies inorganicas. No entanto, Bavazzano et al. (1996) estudaram a
extracdo de compostos organicos de arsénio, em que MMA e DMA foram totalmente extraidas e

o procedimento apresentou concordancia com os resultados obtidos por HPLC-ICP-MS.

A Espectrometria de Absor¢ao Atdmica com Chama, do inglés, Flame Atomic Absorbtion
Spectroscopy (F AAS) e GF AAS sao técnicas que apresentam sensibilidade satisfatoria para
serem empregadas na andlise de tragcos ou até mesmo ultra tragco em casos de tratamento prévio,
e sdo bem mais acessiveis aos laboratorios. Tais técnicas conseguem alcancar limites de detecgdo
compativeis com a sensibilidade requerida para determinar elementos em diversos tipos de
amostras. No entanto, a FAAS requer uma etapa de digestdo e um volume relativamente maior de
amostra, enquanto a GF AAS permite a elimina¢do da matriz no préprio equipamento (in loco),
caracterizando-o como um digestor sequencial, dispensando assim um processo mais drastico
na abertura de algumas amostras, sendo necessdria apenas a otimizacao de alguns parametros.
Outra importante vantagem do forno de grafite é a pequena quantidade de amostra utilizada, que
se enquadra dentro da faixa de microlitros. Porém, a GF AAS ainda € uma técnica que apresenta

um custo elevado para aquisicdo e manutengao de equipamentos quando comparada a FAAS.

A Tabela 1 apresenta um comparativo entre a espectrometria de absor¢do atdmica com

chama e espectrometria de absor¢ao atdmica com forno de grafite.

Tabela 1 — Comparagdo entre FAAS e GF AAS.

FAAS GF AAS
tempo de andlise  resultados em menos de 1 min resultados entre 1 € 5 min
volume de amostra mL de amostra 10-50 uL de amostra

bem documentadas, mas que dependem
das condicdes instrumentais
limites de deteccdo  niveis de mg.L~! ou menor niveis de ug.L~! ou menor

interferéncias bem documentadas
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Uma vez que a determinagdo direta de arsénio por FAAS € pouco sensivel devido a
baixa eficiéncia no processo de nebuliza¢do da amostra e também pelo curto tempo de residéncia
do analito no meio atomizador, a determinacdo de suas espécies sdo realizadas através da
combinacdo com Geracdo de Hidreto (SANTOS et al., 2017), que proporciona limites de
detecg¢do compativeis a GF AAS.

2.5.2.2 Espectrometria de emissdo ética com plasma indutivamente acoplado

Ha algum tempo, a técnica de ICP OES vem sendo utilizada com HPLC na especiagdo
de arsénio (CHAUSSEAU et al., 2000). O acoplamento € feito no nebulizador pneumaético pelo
fato da vazdo utilizada em HPLC ser compativel com a utilizada em instrumentos de ICP OES
(GONG et al., 2002).

Baker, Ayad e Maitham (2016) utilizaram 65 amostras do couro cabeludo humano como
possivel biomarcador para o nivel de arsénio em cidadaos de Karbala, no Iraque. O nivel de
arsénio foi determinado por ICP-OES. A validade e precisao da metodologia foram avaliadas
utilizando uma amostra de referéncia certificada e o método de validacdo forneceu nivel de
recuperacdo igual a 98%. O coeficiente de correlacdo (R = 0,907, p <0,001) indicou que ha
correlacdo positiva significativa entre o nivel de arsénio no cabelo e o nivel de arsénio na dgua

potavel.

O sistema HPLC-ICP OES apresenta baixa sensibilidade e a introdu¢do de um sistema
com geracdo de hidreto entre o cromatdgrafo e o ICP OES possibilita um ganho de sensibilidade
(GETTAR et al., 2000; MATUSIEWICZ; SLACHCINSKI, 2006).

2.5.2.3 Espectrometria de massa

Essa técnica consiste na geracao de fons gasosos no plasma indutivo, que sdo separados
em fungdo da razdo massa/carga através do transporte sob agdo de campos elétricos e magnéticos

que modificam as suas trajetorias.

A ICP-MS € uma ferramenta atrativa para andlises de especiagdo elementar por apresentar
limites de detec¢do extremamente baixos para a maioria dos elementos, uma ampla faixa linear,
alto poder de deteccao e sensibilidade extremante elevada e, quando acoplado a HPLC, torna-
se um sistema altamente seletivo e de sensibilidade satisfatéria para andlises de especiacio
(HEITLAND et al., 2017).

Um complemento perfeito a técnica supracitada é a espectrometria de massas com
ionizacao por eletrospray (BETTENCOURT et al., 2011) que pode ser utilizada separadamente
ou combinada com HPLC, tornando a especiacdo de arsénio mais eficiente.

Contudo, contrdria a essas inimeras vantagens, o uso de ICP-MS como detector re-

quer grandes quantidades de amostras e ndo é encontrado em muitos laboratérios devido ao
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seu alto custo, além de restricdes quanto ao uso da fase mével quando hifenizada a HPLC
(MARCINKOWSKA; BARAIKIEWICZ, 2016).

2.5.2.4 Espectrofotometria de Absorcdo Molecular

Os métodos espectrofotométricos utilizados para determinacao de arsénio baseiam-se
na formagao de complexos coloridos com certos complexantes e sdo aplicados para as espécies
trivalente (NAGY et al., 2016) e pentavalente (KAMYABI; AGHAEI, 2016).

Hu, Lu e Jing (2012) desenvolveram um método colorimétrico rapido e de alta precisdo.
A aplicacdo de permanganato de potdssio como oxidante de As(IIl) e tioureia como redutor
de As(V) permitiu a diferenciacao de As(Ill) e As(V) na formagdo de complexos. O limite de
detec¢io do método foi de 8 png.L~! (R? = 0,998). A especiacio de arsénio em amostras de
dguas subterraneas, determinadas pelo método colorimétrico foi consistente com os resultados
usando HPLC-AFS. Obtiveram uma recuperacao de 96% - 116% para As;, 85% - 122% para
As(IIT) e 88% - 127% para As(V). O resultado colorimétrico mostrou que 3,61 g.L_l de As(III)
estava presente como a tnica espécie de arsénio em dguas residuais industriais, o que estava de
acordo com o resultado por HPLC-AFS, que foi de 3,56 g.L~!.

2.5.2.5 \Voltametria de redissolucido

Os métodos voltamétricos envolvem uma etapa de pré-concentracdo eletroquimica de
arsénio: o As(II) é depositado no eletrodo de trabalho e depois redissolvido em solu¢do durante a
varredura do potencial. A determinacdo de arsé€nio por voltametria catédica e anddica empregam,
respectivamente, o eletrodo de mercurio e o de ouro como eletrodos de trabalho (NUNEZ;
ARANCIBIA; GOMEZ, 2016).

Um sensor eletroquimico eficiente para As(III) foi desenvolvido por Saha e Sarkar (2016)
com base na adsor¢do de arsénio em um eletrodo de carbono vitreo de trabalho modificado
pelo composto quitosana-Fe(OH);3 e utilizando L-cisteina como agente redutor. O composto
aumentou a adsorcio de As(III) e posterior redugdo para As® por redissolucio anédica utilizando
um potencial de deposi¢ao do tampao de acetato 0,1 M (pH 5,2), igual a -0,9 V e tempo de
deposicdo igual a 100 s. Obteve-se uma linearidade na faixa de 2-100 u g.L~!' (R?=0.974) com
limite de detecgdo de 0.072 ug.L~1.

Teixeira et al. (2014) desenvolveram um método eletroanalitico que emprega solugdes de
Cu’" para a determinacio de arsénio em aguardente de cana utilizando um eletrodo constituido
por pasta de carbono modificada com nanotubos de carbono (CNTPE) e resinas poliméricas.
Utilizou-se a voltametria de varredura linear (LSV) e de pulso diferencial (DPV) com redis-
solugdo catddica para CNTPE contendo 6leo mineral ou silicone como aglutinante. As curvas
analiticas foram lineares de 30 — 110 u gL' e de 10— 110 ug.L~", respectivamente, para LSV
e DPV. Os limites de detec¢do e quantificacio de CNTPE foram 10,3 e 34,5 u g.L~! para 6leo



42 Capitulo 2. Revisdo Bibliogrdfica

mineral e 3,4 e 11,2 ug.L~! para silicone. Os resultados concordaram bem com os obtidos por
HG AAS.

2.6 Geracao de hidreto em espectrometria de absorcao
atdmica

A geracdo de hidretos acoplada as técnicas de espectrometria atdbmica € utilizada na
quantificacdo de elementos que podem ser convertidos em hidretos e que estdo presentes,
principalmente, no solo, na dgua, sedimentos, urina, cabelos, fertilizantes e minérios. A absor¢ao
atdmica destaca-se entre as técnicas por ser simples, rdpida, precisa, sensivel e por apresentar

um baixo custo.

A HG € uma técnica de derivatizacdo quimica que produz hidretos volateis pelo tra-
tamento da amostra com um agente redutor, geralmente borohidreto de sédio (NaBHy), em
meio dcido. A formagao do hidreto ocorre por acdo do hidrogénio ligado diretamente ao boro,
por formacao de alguns intermediérios (D’ULIVO et al., 2004; D’ULIVO; MESTER; STUR-
GEON, 2005; D’ULIVO et al., 2007; PERGANTIS et al., 1997). De acordo com essa hipétese,
o processo pode ser escrito conforme Equagdes 2.1 e 2.2:

NaBHs + H30" +2H,0 — intermedidrios — H3BO3 + H, 2.1
NaBH,/intermedidrios +A — AHn 2.2)

O NaBHy4 € o agente redutor mais empregado em geracao de hidreto devido a sua rapida
cinética de reacdo e maior reprodutibilidade, podendo ser empregado tanto por sistemas em
batelada quanto em fluxo, qualquer que seja o0 método de deteccdo empregado (ANAWAR,
2012). No entanto, a solu¢do deve ser preparada em meio alcalino, geralmente NaOH ou KOH,
pouco antes do uso para prevenir sua decomposi¢do (SHALTOUT et al., 2011). Além disso, a

concentracdo de NaOH ou KOH deve ser adequada para ndo ocorrer supressao do sinal analitico.

O uso da técnica de HG permite a separacdo das espécies de arsénio da maioria de
outros componentes presentes na amostra, pois apenas os hidretos volateis sdo conduzidos
ao atomizador. Consequentemente, o restante da matriz permanece na porgao liquida e as
interferéncias espectrais e quimicas sao praticamente eliminadas (POHL et al., 2014). Outras
vantagens da HG € a possibilidade de pré-concentracdo do analito através de microcolunas em
linha, determinacdo seletiva pelo controle do pH e o acoplamento a vérias técnicas de deteccao
(AAS, ICP OES, ICP-MS e AFS) (SMICHOWSKI; MADRID; CAMARA, 1998).

O primeiro trabalho utilizando HG foi de Holak (1969). Para produzir arsina, ele utilizou
zinco metélico como redutor e esta foi transportada para um atomizador de um espectrometro de

absorcao atdmica com chama. Houve um ganho de sensibilidade devido a maior eficiéncia de



2.7. Andlise por inje¢do em fluxo 43

transporte do analito em comparagdo a nebulizacdo pneumatica. Sendo assim, a arsina formada
alcanca o atomizador através do fluxo de gés inerte e também pelo proprio gés hidrogénio gerado

na reacao.

2.7 Analise por injecao em fluxo

A necessidade por resultados de anélise de rotina ou de grande nimero de amostras
tornou necessario o desenvolvimento de metodologias analiticas mais rdpidas. Dentre os métodos
automatizados, um dos mais interessantes por apresentar baixo custo e simplicidade de operacao,
destaca-se os métodos de andlise por inje¢do em fluxo, proposto por RuZi¢ka e Hansen em 1975
(RUZICKA; HANSEN, 1975).

A Andlise por Injecao em Fluxo consiste na inje¢cdo de uma amostra em solugdo liquida
num fluxo carregador continuo ndo segmentado. A amostra e os reagentes necessarios para provo-
car reacOes de interesse sao adicionados ao sistema através de fluxos confluentes, anteriormente
a deteccdo. A zona de amostra injetada sofre dispersao e se mistura com as solucdes de reagente
e carregador e o produto formado € entdo transportado para um detector, como mostrado na

Figura 6.

Apesar de existir outros meios de aspirar as amostras, as bombas peristalticas sdo mais
utilizadas para movimentar solucdes em sistemas de andlise em fluxo. Sdo equipamentos versateis
com multiplos canais que possibilitam impulsionar e/ou aspirar solucdes, emulsdes ou mesmo
suspensoes, em ampla faixa de viscosidades. As vazdes podem ser ajustadas de forma continua
ou em pequenos incrementos, controlando a rotacao da bomba e/ou o didmetro interno dos tubos
(MANSOUR; DANIELSON, 2012).

A reprodutibilidade de insercao da amostra no fluido carregador é um dos fatores para
garantir um bom desempenho dos sistemas FIA. Inicialmente, empregava-se uma seringa hi-
podérmica (RUZICKA; HANSEN, 1975), porém, com a evolugdo do processo, outros disposi-
tivos foram propostos para esta finalidade em maior escala, o injetor comutador (RUZICKA;
STEWART; ZAGATTO, 1976) e as vdlvulas rotativas de 6 e 8 vias (RUZICKA et al., 1977;
MURAKI et al., 1992). O emprego de vélvulas solendides de trés vias também tém sido em-
pregadas e oferecem como vantagem o acionamento individual e sequencial, permitindo que se
altere o funcionamento do médulo de andlise sem alterar a configuragdao do mesmo (CASTRO;
RUIZ-JIMENEZ, 2013).

Pode-se entdo resumir o processo FIA em trés etapas:

> Amostragem, dissolu¢do, reacdes quimicas e transporte até o detector;
> Determinac¢@o dos analitos e

> Processamento e analise dos dados.
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Figura 6 — Representacdo de um sistema FIA.

s — 2

(A) Ap6s ser selecionado um volume de solu¢do da amostra, o mesmo € introduzido em uma solugao carregadora
C. (B) Imediatamente, forma-se uma zona de amostra que sofre dispersdo enquanto ¢ transportada em dire¢do ao
detector D. (C) No ponto X ocorre adi¢do de um ou mais reagentes R. Fonte:(PECCIN, 2004).

Contudo, a grande aceitacio deste processo de andlise quimica deve-se a simplicidade da
instrumentagdo, a versatilidade do médulo de andlise e & economia de reagentes. Além disso,
as reagOes quimicas ocorrem em um ambiente fechado, o que é uma vantagem adicional, pois
diminui os riscos de contaminacdao (KRONKA et al., 1997).

A combinagdo da técnica FAAS a sistemas FIA apresentam algumas vantagens, prin-
cipalmente, nos procedimentos relacionados a separacdo e pré-concentragdo (ROSSI et al.,
2017). Dada a possibilidade de separacdao da matriz e de pré-concentragdo do analito com o
sistema FIA-FAAS, obtém-se limites de deteccao compativel com outras técnicas e ainda possui

a vantagem de ser instrumentalmente mais barata.

2.8 Extracao e pré-concentracao por ponto nuvem

A necessidade de monitorar metais presentes em amostras alimenticias, bioldgicas
e ambientais requer procedimentos analiticos sensiveis, logo, as etapas de extracdo e pré-
concentracdo sao consideradas ferramentas uteis na melhoria da sensibilidade das técnicas

analiticas.
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Entre as técnicas cldssicas de extragcdo, pode-se citar a extracdo liquido-liquido, liquido-
sOlido, co-precipitacdo e a troca i0nica. Tais técnicas apresentam simplicidade e facilidade de
manuseio (PYOTKA-WASYLKA et al., 2017, RODRIGUEZ et al., 2016), no entanto, a extracao
liquido-liquido requer o uso de solventes que sdo téxicos e de alto custo, elevado tempo de
andlise e baixa sensibilidade para analitos mais volateis (LIU et al., 2016). J4 a extragdo em fase
sOlida tem como desvantagem a saturacao dos sitios adsorventes e, consequentemente, falta de
reprodutibilidade (MAHARA; BOROSSAY; TORKOS, 1998).

A extragdo por membrana (SAJID, 2017, VARDAL et al.,2017), a microextracdo em fase
solida (CHMIEL et al., 2017; TYBURSKA; JANKOWSKI; RODZIK, 2011) e a microextracao
liquido-liquido (LIU et al., 2015; SHAMSIPUR et al., 2014) sdao alguns métodos alternativos

utilizados para extragdo.

Outro método alternativo a extracdo liquido-liquido e que vem se destacando para pré-
concentracdo e extracdo em quimica analitica € o uso de micelas de surfactante (PALEOLOGOS,
2017; YANG et al., 2016). Essa metodologia € conhecida como extragdo por ponto nuvem ou
extracdo intermediada por micelas (micellemediated extraction) e tornou-se muito conveniente,
pois elimina o uso de grandes quantidades de solventes organicos e apresenta altos valores de
pré-concentragao (KENAWY et al., 2016).

Surfactantes sdo compostos quimicos anfifilicos, em que uma das partes (a cabega) é
polar ou hidrofilica e a outra (a cauda) € apolar ou hidrofébica. A cauda é geralmente uma
cadeia de hidrocarbonetos com nimeros diferentes de 4tomos de carbono, podendo ser linear ou
ramificada (LI et al., 2017). Os surfactantes podem ser classificados como 10nicos (com cargas
positivas ou negativas), ndo 16nicos (ndo possuem cargas) ou anféteros (possuem cargas positiva

e negativa). A Tabela 2 indica os principais surfactantes utilizados na extra¢cdo em ponto nuvem.

Tabela 2 — Surfactantes de uso comum em Quimica Analitica.

Tipo Surfactante
Anionicos Dodecil sulfato sédico (SDS)
DiHexadecil fosfato (DHF)
Nao idnicos Octilfenoxipolietoxietano (Triton X-114)
Octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-110)
Anfoéteros 4-(dodecildimetil amo6nio) butirato (DAB)
3-(dodecildimetil amdnio) propano 1-sulfato (SB-12)

Caracteristicas importantes de um surfactante para ser empregado em CPE sio baixa
temperatura de ponto nuvem, alta densidade e baixo custo. Dentre os surfactantes citados, o

Triton X-114, Figura 7, oferece essas condi¢des, sendo bastante utilizado em CPE.

Os surfactantes podem formar micelas (agregados moleculares de tamanho coloidal)
quando a concentracdo € aumentada até certo valor limiar, chamado de concentracao micelar

critica (CAO et al., 2017). Abaixo da CMC, o tensoativo estd predominantemente na forma
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Figura 7 — Estrutura do surfactante Triton X-114.
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Fonte (SIGMA-ALDRICH, )

de monomeros, porém, quando a CMC ¢ ultrapassada, existe um equilibrio dinamico entre

mondmeros e micelas, Figura 8.

Figura 8 — Formagdo do agregado micelar.

o -

Abaixo da CMC Acima da CMC
(monomeros) (monomeros e micelas)

Adaptado de (MANIASSO, 2001)

O uso de surfactantes ndo i6nicos oferece vantagem em relacdo a toxicidade, pois em
sua grande maioria, sdo classificados como ndo téxicos e inofensivos ao homem. Os surfactantes
nao idnicos da classe dos polioxietilenados sdo parcialmente biodegradaveis por bactérias do
género Pseudomonas de origem marinha. A toxicidade para o homem e a biodegradabilidade
dos surfactantes sdo ainda objeto de estudos (LEE; KWEON; KIM, 2013).

Na CPE, a solu¢do aquosa de um surfactante torna-se turva por adicdo de uma substancia
apropriada ou por alteracio na temperatura, na forga idnica do meio ou na pressao. Neste ponto, a
solucdo se separa em uma fase de pequeno volume e rica em surfactante (fase rica), contendo os
componentes extraidos da solu¢do e em uma fase de grande volume (fase pobre), contendo uma
concentracdo de surfactante proxima a Concentracdo Micelar Critica (CMC) (SAMADDAR;
SEN, 2014). Sua aplicacao analitica estd condicionada a capacidade do analito de interesse

associar-se as micelas, ou de ser dissolvido em seu interior organico, conforme Figura 9.

Com relagdo a CPE, Watanabe e Tanaka (1978) foram os primeiros a desenvolver o
processo usando a indu¢do da temperatura na separacao de fases para concentrar complexos
metalicos pouco soluveis em dgua. O tensoativo polioxietileno nonil fenil eter (PONPE - 7.5) foi
empregado para a determinacdo de zinco em dguas naturais, o qual foi complexado pelo PAN 1-(2-

piridilazo)-2-naftol e extraido da solu¢do pelo aparecimento de duas fases a temperatura ambiente
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Figura 9 — Possiveis interacdes entre o analito e a micela de surfactante.

k Compostos hidrofobicos

:} Compostos hidrofilicos

Adaptado de (FARIA; QUEIROZ; NEVEZ, 2005)

apds 8 minutos de centrifugacio a 4000 rotagdes por minuto (rpm). O fator de pré-concentragdo
foi de aproximadamente 25 vezes e o sistema de detec¢do empregado foi espectrofotométrico
(A=555 nm).

Ulusoy et al. (2011) empregaram CPE para separar e pré-concentrar espécies de arsénio
em amostras de dgua, para posterior quantificacdo por HG AAS. Ja Erdogan, Yalcinkaya e Tiirker
(2011), utilizaram a pré-concentragdo em fase sélida, usando um adsorvente hibrido de nano
particulas de di6xido de zirconio e 6xido de boro para especiacdo e determinacao de As(IIl),
As(V) e As; em amostras de 4gua por HG AAS.

Contudo, a Anélise por Injecdo em Fluxo — Geracdo de Hidretos — Espectrometria de
Absorcdo Atdmica apos a extragcdo por ponto nuvem (CPE-FIA-HG-AAS) € uma combinagdo
atrativa devido a sua relativa simplicidade e alta sensibilidade comparado a espectrometria
de massa com ionizacdo por electrospray e ablacdo a laser. Além disso, outros beneficios
como a introdugdo direta da amostra, volume reduzido da mesma, diminuicdo da possibilidade
de contaminacdo e interferentes devem ser levados em consideracdo quando comparados aos
procedimentos convencionais em batelada (HANNA; TYSON; MCINTOSH, 1993; BALUJA-
SANTOS; GONZALEZ-PORTAL, 1992).

2.9 Procedimentos de otimizacao em quimica

Nos dias atuais, o avanco da pesquisa cientifica tem gerado uma gama crescente de
dados e informagdes, sendo que para a devida exploracdo e melhor entendimento, a aplicacdo de

ferramentas estatisticas torna-se indispensdavel.

A otimizacdo de pardmetros experimentais € uma das etapas mais criticas do trabalho
cientifico e, para isso, alguns fatores devem ser levados em consideragao, tais como: as varidveis
relevantes, os valores que devem ser estudados, a ordem de estudo das varidveis, a melhor

resposta a ser analisada, entre outros.
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Na maioria dos procedimentos, a otimizacao € realizada de maneira univariada, isto &,
o classico sistema de otimizar uma varidvel por vez. Neste método, um fator sofre variacio
enquanto os outros fatores sdo fixos. Quando a melhor resposta é encontrada, um novo fator
sofre variacdo. Obviamente, este tipo de trabalho envolve um grande nimero de experimentos
até fornecer condi¢des que permitem um valor otimizado da resposta, pois o processo € feito
para todos os fatores. No entanto, por negligenciar a interacao entre as varidveis, o resultado
obtido algumas vezes ndo corresponde as condi¢des que levam ao 6timo verdadeiro (EIRAS et
al., 2000).

Diante deste contexto, os sistemas multivariados de otimizacdo tém sido bastante utiliza-
dos, demonstrando a sua utilidade nos mais variados campos do conhecimento. A otimizagao
multivariada avalia simultaneamente todos os fatores e as suas interagdes (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001) e dentre as vdrias alternativas existentes, destaque pode ser dado
aos sistemas de planejamento fatorial, os quais permitem avaliar simultaneamente o efeito das

variaveis, a partir de um nimero reduzido de ensaios experimentais.

Para se obter a otimizacdo de um dado experimento inicialmente é realizada uma triagem,
utilizando planejamentos fatoriais completos ou fraciondrios com o interesse de determinar as
varidveis experimentais e as interagdes entre varidveis que tém influéncia significativa sobre as

diferentes respostas.

Um planejamento fatorial completo consiste basicamente em avaliar os efeitos que as
variaveis, também chamadas de fatores, exercem uma sobre a outra e sobre o resultado final.
Isto € feito de forma que as varidveis variem com pelo menos dois niveis (n) diferentes, ou seja,
para k fatores e n > 2, tem-se: n* experimentos, sendo que para dois niveis tem-se 2 (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Os experimentos sao organizados de forma a se obter
todas as combinagdes entre os niveis e os fatores estudados. Os niveis dos fatores quantitativos

sao nomeados pelos sinais — (menos) para o nivel mais baixo e + (mais) para o nivel mais alto
(TEOFILO; FERREIRA, 2006).

No planejamento fatorial completo o nimero de ensaios cresce a cada fator adicionado.
Para experimentos com quatro ou mais varidveis, as interacoes de 3 ou mais fatores nao sao
consideradas significativas porque é pouco provavel que trés ou mais fatores interajam simultane-
amente para influenciar a resposta e também o niimero de experimentos tornam-se muito grande.
Sendo assim, o planejamento fatorial fracionéario € utilizado de maneira semelhante ao fatorial
completo, onde o nimero de ensaios é dado por 2¥~! para dois niveis estudados (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Para se obter respostas significativas € necessario fazer um levantamento preliminar
das varidveis mais significativas e identificar os niveis mais adequados para cada fator. A
indicacdo dos efeitos dos fatores selecionados, bem como os efeitos de suas interacdes, sao
melhor visualizados e podem ser interpretados em um gréfico de Pareto. A importancia de cada

fator € avaliada através do comprimento da barra, assim como as interagdes entre os fatores. A
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linha de corte indica o limite de significancia, abaixo do qual a varidvel pode ser considerada

insignificante ou sem influéncia no experimento.

Ap6s a realizacdo dos experimentos do planejamento fatorial, os resultados sdo avaliados
utilizando um programa computacional. De posse dos resultados obtidos, uma das metodologias
que se pode utilizar € um Planejamento Composto Central, também chamado de Central Compo-
site Design (CCD). Esta metodologia baseia-se na modelagem de uma superficie de resposta
empregando fungdes polinomiais (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001), que informa

as condicoes Otimas das varidveis estudadas.

A anadlise da superficie de resposta pode indicar duas situacdes: uma delas, € a fungdo
apresentar um maximo ou um minimo (ponto critico), concluindo entdo o processo de otimizagao.
A outra € observar que a superficie ndo apresenta um ponto critico (ponto de cela) e nesse caso,
deve-se localizar uma nova regido experimental de onde um novo planejamento devera ser
construido. Além disso, a anélise de superficie de resposta permite avaliar o comportamento da

resposta do sistema em fun¢do de um intervalo dos fatores estudados.

Portanto, o uso de planejamentos em Quimica bem como em outras areas é fundamental
para uma visao mais detalhada das varidveis que realmente podem afetar o experimento realizado

e possibilitando uma melhor compreensao do que ocorre no experimento.
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CAPITULO

OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver um procedimento analitico simples, rdpido e confidvel, para a extracdo
seletiva de As(III) e determinagdo de arsénio total em amostras de sedimentos a partir da extrag@o

e pré-concentracao por ponto nuvem utilizando geracdo de hidretos por andlise em fluxo.

3.2 Especificos

> Desenvolver um método analitico baseado na otimizacdo de varidveis para extracio e

pré-concentracdo de As(IIl) por ponto nuvem sem a necessidade de aquecimento;
> Otimizar as varidveis do sistema de injecdo em fluxo para a geracao de hidretos;

> Propor um método que pode ser utilizado para discriminar os teores de As(III) e As(V)
por meio da extragdo seletiva e, com isso, obter informagdes da concentracao desse

contaminante em diferentes amostras.
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CAPITULO

PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Equipamentos e acessorios

Todos os experimentos foram realizados em um espectrometro de absor¢ao atdmica com

chama modelo SpectrAA-220 (Varian®, Austrélia) e utilizando N, como gds de arraste.

O espectrometro de absor¢do atdmica equipado com lampada de deutério para corre¢ao

de fundo, foi utilizado com:

> Lampada de catodo oco de As (Agilent Technologies, Austrélia).
> Chama de ar/acetileno.

> Computador equipado com o software do fabricante para visualizacdo dos valores de

absorbancia.

Os parametros instrumentais utilizados sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — ParAmetros instrumentais para a determinagao de As.

Parametro As
Comprimento de onda (nm) 193,70
Largura da fenda espectral (nm) 0,50
Corrente da 1ampada (mA) 10,00
Vazdo de ar (mL.min’l) 13,50
Vazio de acetileno (mL.min"") 2,45

O sistema de geracdo de hidreto e de andlise em fluxo foi composto por:

> Bomba peristaltica Gilson® Minipuls 3 (Franca), equipada com oito canais, usada para

bombear as solugdes através do sistema.
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> Tubos Tygon® roxo-preto (didmeto interno= 2,20 mm).
> Confluéncia de acrilico.
> Tré&s valvulas solenoides de trés vias (NResearch, Estados Unidos).

> Software de codigo fonte aberto utilizado na plataforma do Arduino com entrada USB
para computador (software usado para controlar o tempo de abertura e desligamento das

valvulas solenoides).

> Cela de quartzo em formato de T (13,5 cm de comprimento e 15 mm de didmetro externo)

aquecida em chama.

Foi usada uma centrifuga modelo KCS5 (Kindly, Brasil) e os valores de pH foram medidos

com um pHmetro Digital Tecnal (Brasil).

4.2 Reagentes e solucoes

As solugdes foram preparadas com dgua deionizada de alta pureza obtida pelo sistema de
purificacdo GEHAKA, Brasil. Os frascos pldsticos, bem como todas as vidrarias utilizadas nos
experimentos foram previamente lavados e descontaminados em banho de HNO3 (Merck) 10%
v/v por 24 horas. Posteriormente, os materiais foram lavados vérias vezes com dgua deionizada e

secos a temperatura ambiente.
> Soluciio padrio de As(III) 1000 mg.L~!

A solucao foi preparada dissolvendo a quantidade apropriada de NaAsO, (Vetec) em 25
mL de NaOH (Synth) 0,18 mol.L~! e, em seguida, acidificada com 25 mL de HCI (Scharlau)
0,3 mol.L~!. Este procedimento evita conversio de As(IIT) em As(V) (BATISTA, 2012). As

solucdes de trabalho foram preparadas por dilui¢des apropriadas da solugdo estoque.
> Soluciio padrio de As(V) 1000 mg.L~!
A solugdo foi preparada dissolvendo a quantidade apropriada de AsHNa;O4.7H,0O

(Vetec) em agua. As solugdes de trabalho foram preparadas por dilui¢des apropriadas da solug¢ao

estoque.
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> Soluciao de APDC

O complexante Pirrolidina Ditiocarbamato de Amonio (APDC) (Fluka Analytical) e suas
solugdes foram preparadas no dia da andlise em quantidades apropriadas por dissolu¢cdo em 4dgua
deionizada.

> Solucao de Triton X-114

Devido as suas caracteristicas j& mencionadas, o Triton X-114 (Sigma-Aldrich) foi
escolhido como surfactante para formacio do ponto nuvem. As solu¢des foram preparadas no

dia da andlise em quantidades apropriadas por dissolucdo em dgua deionizada.

> Solucao de NaCl

O cloreto de sddio - NaCl (Synth) - foi escolhido como eletrdlito com a finalidade de esti-
mular a formacdo do ponto nuvem e eliminar a necessidade de aquecimento. Suas solu¢des foram

preparadas no dia da analise em quantidades apropriadas dos reagentes em dgua deionizada.
> Soluciao de antiespumante
Pelo fato do procedimento proposto utilizar a técnica HG AAS, € necessério eliminar a
formacao de espumas devido a presenca do surfactante. Sendo assim, solucdes de antiespumante
(emuls@o ndo-idnica a base de silicone) (Sigma-Aldrich) foram preparadas no dia da andlise em
HCI 1 mol.L™ 1.

> Solucao de HCI

O 4cido cloridrico - HC] (Dinamica) - foi utilizado na preparacdo das solucdes de
antiespumante, € como reagente para geracao do hidreto. As solu¢des foram preparadas no dia

da anédlise em quantidades apropriadas dos reagentes em dgua deionizada.

> Solucao de NaBH4

As solucdes de NaBHy (Vetec) foram preparadas em meio alcalino 0,5% m/v, solugdo de
hidréxido de sédio - NaOH (Synth) - no dia da anélise.
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>~ Amostras

As amostras fornecidas pelo professor Dr. Joselito Nardy Ribeiro, da Universidade
Federal do Espirito Santo, foram coletadas na Regido do Rio Doce, nos dias 18/11/2014 e

27/11/2015, ambas nos mesmos pontos, conforme Tabela 4.

Tabela 4 — Referenciais de localizagdo dos pontos de coleta.

Ponto Latitude Longitude
1 19°33°32.36"S  39°50°39.96"0
2 19°34°27.64"S  39°48°42.60"0O
3 19°37°29.91"S  39°48°50.27"0
4 19°38°35.84"S  39°48°52.02"0
5 19°39°5.36"S  39°48°49.90"0O
6 19°39°17.44"S  39°49°33.38"0

Em cada ponto foi coletado aproximadamente 1 kg de material e a profundidade maxima
atingida no sedimento foi de 10 cm. O material foi acondicionado em sacos plésticos e refrigerado

a aproximadamente 4°C até o laboratério.

4.3 Procedimento experimental

4.3.1 Procedimento geral

O experimento foi realizado em tubos de centrifuga de 15 mL, conforme representado na

Figura 10.
Figura 10 — Etapas de formagdo do ponto nuvem.
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Neste tubo adicionou-se a solucdo de arsénio e de complexante, sendo agitado e, apds a

Fonte: (Autor).

complexacdo adicionou-se solu¢des do surfactante e do eletrdlito, sendo novamente agitado. Em
seguida, o tubo foi levado a centrifuga com rotagcdo de 3000 rpm pelo tempo de 10 minutos para

garantir a separagdo das fases. Feito isso, o tubo foi colocado em um congelador por 15 minutos
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para aumentar a viscosidade da fase rica e facilitar a retirada da fase pobre. Apds a separacdo
das fases, antiespumante foi adicionado para dilui¢ao da fase rica (até completar o volume de

ImL) e para evitar a formacao de espuma no sistema de deteccao.

Ap0s a extracdo e pré concentracdo, foi realizado o procedimento de geracao de hidreto

por injecao em fluxo, como representado na Figura 11.

Figura 11 — Sistema de andlise em fluxo.
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SGL: separador gas-liquido; V,, V,, V;:valvulas solenoides; X: confluéncia

Fonte: (Autor).

O sistema multicomutado era composto por trés valvulas solenoides de trés vias, que
foram controladas por um programa Arduino. Neste sistema, as fracdes da amostra (Vy), do
borohidreto (V;) e do dcido (V3) foram injetadas e se encontraram em uma zona de confluéncia
X, passando por uma bobina de reacdo onde ocorreu a formacgao do hidreto volatil, que foi
transportado até o separador gis-liquido. J4 no separador, a arsina (AsH3), foi arrastada pelo N;
até o atomizador (cela de quartzo em formato de T) do espectrometro de absor¢do atdmica com

chama para atomizagao e geracdo do sinal analitico que foi medido pela altura do pico.

A multicomutacao possibilita estratégias utilizando a injecdo em fluxo gerando pequenas
quantidades de residuos, umas vez que sdo requeridas pequenas quantidades de amostra e

reagentes.

A Figura 12 apresenta os acessoérios utilizados no sistema de geracao de hidreto por

injecdo em fluxo.

Em um separador vertical, os fluidos entram através de um dispositivo de entrada com o
objetivo de alcancar um separagao eficiente do liquido r do gis, melhorando a distribui¢do do
fluxo de ambas as fases através do separador (BAHADORI, 2014). O liquido removido pelo
dispositivo de entrada € entdo direcionado para o descarte, enquanto que o hidreto formado €

conduzido ao atomizador (cela de quartzo).
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Figura 12 — Acessdrios utilizados no sistema em fluxo e geracdo de hidreto.

Vilvula solenoide Suporte com cela de quartzo

Bomba peristaltica

{ \\
Placa e Arduino Separador gas-liquido
Fonte: (Autor).

4.3.2 Estudo do modo de injecao no sistema FIA

Empregando o programa do Arduino, as valvulas foram acionadas de acordo com sua
programacao e foi avaliado dois arranjos experimentais para injecao dos reagentes e da solugdo
padrdo de arsénio (sem a etapa de pré concentracdo). Para a injecdo sequencial, Tabela 5, peque-
nas fracdes da solu¢ao da amostra, do borohidreto e do dcido foram inseridas alternadamente no
percurso analitico e para a inje¢do simultinea, Tabela 6, a injecdo da amostra e do borohidreto
foram ativadas juntas e depois a terceira valvula foi ativada. O tempo de acionamento das

valvulas e a vazdo de bombeamento determinam o volume de cada aliquota.

Tabela 5 — Etapas para operacdo do modo de injecdo sequencial.

Valvula
Etapa Tempo (s) Vi vy Vs
I 5 ON OFF OFF
II 5 OFF ON OFF
111 5 OFF OFF ON

Tabela 6 — Etapas para operacdo do modo de inje¢do simultinea.

Valvula
Etapa Tempo (s) Vi Vy Vi
I 5 ON ON OFF
II 5 OFF OFF ON

O estudo foi baseado na construcio de curvas analiticas com valores entre 0 e 50 ug L=,
com variacao de 10 unidades de concentragdo de As(III). Para este estudo, foram utilizados
NaBHj 0,5% m/v, HC1 1 mol.L" ! e comprimento da bobina igual a 20 cm.
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4.3.3 Influéncia do pH na formacao do complexo

A influéncia do pH na extracao foi estudada na faixa entre 1,0 e 7,0. Para adequacdo do

pH foi empregado solugdo diluida tanto de HNO3 quanto de NH4OH.

A escolha do complexante neste trabalho, foi baseada em estudos de especiacdo de
arsénio inorganico utilizando APDC (DONAHUE et al., 2014), bem como em estudos ba-
seados na formagao do complexo hidrofébico devido a sua afinidade com As(III) (WELNA;
BORKOWSKA-BURNECKA; POPKO, 2015).

Para a formagao do ponto nuvem e consequente extracdo do complexo formado, o

experimento foi realizado utilizando os volumes e concentracdes indicados na Figura 13.

Figura 13 — Representacdo do procedimento para extragdo do complexo por ponto nuvem.
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Fonte: (Autor).

A Tabela 7 indica a concentracao final de arsénio em 10 mL de solugdo (volume do
analito + volume do complexante) e de Triton X-114 e NaCl, considerando o volume total de
11,4 mL (volume do analito + volume do complexante + volume de surfactante + volume do
eletrélito). Apresenta também as condi¢des no sistema de geracao de hidreto por injecdo em

fluxo.

Tabela 7 — Condic¢des experimentais no estudo do pH.

Condicoes experimentais

As(III) 10 ug L1

APDC 0,50 % m/v

Triton X-114 0,21 % m/v

NaCl 1,0 % m/v

NaBH4 0,50 % m/v

HCl 1,0 mol.L™!
Comprimento da bobina 20 cm

O sinal analitico foi acompanhado pelo sistema FIA-HG AAS, utilizando o modo de
injecdo que apresentou melhor resultado, mantendo o tempo de abertura das valvulas igual a 5

segundos.

4.3.4 Otimizacao do procedimento ponto nuvem

A otimizac¢do do experimento foi iniciada pela escolha das varidveis de interesse: APDC,

Triton X-114, NaCl e antiespumante. As concentracdes de APDC e Triton foram baseadas em
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trabalhos da literatura: andlise de especiac@o de arsénio inorganico por ponto nuvem em amostras
de dgua por espectrometria de fluorescéncia atdmica e geragao de hidreto (LI ez al., 2015) e
aplicacoes ambientais envolvendo a extragdo por ponto nuvem (YAMINI; GHAMBARIAN,
2012). A concentracdo de NaCl foi baseada no estudo de Coelho e Arruda (2005) para determi-
nacdo de cddmio por espectrometria de absorcdo atdmica em chama utilizando a extracdo por
ponto nuvem na presenga de eletrolito e a concentracao de antiespumante foi escolhida a partir
de experimentos prévios para a concentracdo minima que evitasse a formagao de espuma no

separador gés-liquido.

Para avaliar a melhor condi¢do a ser empregada na formacdo do ponto nuvem, foi
realizado um planejamento fatorial 2% completo (em triplicatas), para verificar a influéncia das
concentragdes de APDC (0,10 e 0,50% m/v), Triton X-114 (0,02 e 0,21% m/v), NaCl (0,52 e
1,0% m/v) e Antifoam (1,0 e 2,0% m/v). Como o estudo do pH apresentou um ganho significativo
de sinal analitico, a concentracdo de arsénio utilizada neste procedimento foi igual a 5 ug.L~!
e no valor de pH que apresentou melhor sensibilidade. Para calcular os efeitos principais e os
efeitos de interacdes das varidveis, foi utilizada uma matriz de contraste. Logo, as varidveis
foram codificadas pelos sinais (+) e (-) correspondentes aos niveis estudados (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Embora o planejamento fatorial com apenas dois niveis para cada varidvel nio explore
compressivamente uma grande regido para as variaveis, ele pode indicar uma tendéncia para a
realizacio de novos experimentos, ou seja, € util para determinar as varidveis que apresentam ou

ndo influéncia sobre a resposta.

A partir da média entre os valores de cada nivel e o valor correspondente a metade da
diferenca entre os niveis (+) e (-), as varidveis foram escalonadas pelas Equagdes 4.1,4.2,4.3 ¢
4.4, (EIRAS et al., 2000).

o [APD(i‘]z—O 0,30 @
oy — [Tritoorf](); 0,11 @2)
o 0T (43)
= [Antiespumante] — 1,5 4.4)

0,50

Os experimentos foram encaminhados conforme a matriz do planejamento fatorial
representado na Tabela 8, que mostra todas as possiveis combinagdes entre os niveis das varidveis
estudadas. As leituras foram realizadas aleatoriamente e em triplicata e os resultados obtidos

foram tratados estatisticamente com o auxilio de um software.
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Tabela 8 — Matriz do planejamento fatorial 2* completo para extragio por ponto nuvem (n=3).

Variaveis escalonadas

Experimento APDC  Triton X-114 NaCl  Antiespumante

(% m/v) (% m/v) (% m/v) (% m/v)
1 0,10 (-1) 0,02 (-1) 0,52 (-1) 1,0 (-1)
2 0,50 (+1) 0,02 (-1) 0,52 (-1) 1,0 (-1)
3 0,10 (-1) 0,21 (+1) 0,52 (-1) 1,0 (-1)
4 0,50 (+1) 0,21 (+1) 0,52 (-1) 1,0 (-1)
5 0,10 (-1) 0,02 (-1) 1,05 (+1) 1,0 (-1)
6 0,50 (+1) 0,02 (-1) 1,0 (+1) 1,0 (-1)
7 0,10 (-1) 0,21 (+1) 1,0 (+1) 1,0 (-1)
8 0,50 (+1) 0,21 (+1) 1,0 (+1) 1,0 (-1)
9 0,10 (-1) 0,02 (-1) 0,52 (-1) 2,0 (+1)
10 0,50 (+1) 0,02 (-1) 0,52 (-1) 2,0 (+1)
11 0,10 (-1) 0,21 (+1) 0,52 (-1) 2,0 (+1)
12 0,50 (+1) 0,21 (+1) 0,52 (-1) 2,0 (+1)
13 0,10 (-1) 0,02 (-1) 1,05 (+1) 2,0 (+1)
14 0,50 (+1) 0,02 (-1) 1,0 (+1) 2,0 (+1)
15 0,10 (-1) 0,21 (+1) 1,0 (+1) 2,0 (+1)
16 0,50 (+1) 0,21 (+1) 1,0 (+1) 2,0 (+1)

AsI)=5 ,ug.L*I; NaBH, = 0,50 % m/v; HCl = 1,0 mol.L~!; comprimento da bobina = 20 cm; tempo de
abertura das védlvulas = 5 segundos.

Com os resultados obtidos e sua interpretagao pela andlise de variancia e grafico de
Pareto, foram selecionadas as varidveis a serem otimizadas através da metodologia da superficie
de respostas utilizando um planejamento composto com ponto central do tipo estrela (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

A importéincia de realizar experimentos no ponto central deve-se ao fato que esses
resultados fornecem informacdes relacionadas a curvatura da superficie de respostas e, além

disso, permite estimar a repetibilidade das medidas.

As variaveis foram escalonadas de acordo com as Equacgdes 4.5 e 4.6, (EIRAS et al.,
2000) e a Tabela 9 apresenta a matriz do planejamento composto 22 para todas as combinacdes

possiveis entre as varidveis e com cinco réplicas no ponto central.

~ [APDC] - 0,50
x| = 0.25 4.5)
oy — [Antiespumante] — 2,5 4.6)

0,50
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Tabela 9 — Matriz do CCD com ponto estrela para extracdo por ponto nuvem (n=3).

Variaveis escalonadas

Experimento APDC Antiespumante
(% m/v) (% m/v)
1 0,25 (-1) 2,0 (-1)
2 0,75 (+1) 2,0 (-1)
3 0,25 (-1) 3,0 (+1)
4 0,75 (+1) 3,0 (+1)
5 0,50 (0) 1,7 (—V2)
6 0,50 (0) 3.2 (+V2)
7 0,14 (—/2) 2,5 (0)
8 0,85 (+v/2) 2,5(0)
9 0,50 (0) 2,5 (0)
10 0,50 (0) 2,5 (0)
11 0,50 (0) 2,5 (0)
12 0,50 (0) 2,5 (0)
13 0,50 (0) 2,5 (0)

As ) =5 ,ug.L’l; Triton X-114 = 0,21% m/v; NaCl = 0,52% m/v; NaBH, = 0,50% m/v; HCl = 1,0 mol.L~!;
comprimento da bobina = 20 cm; tempo de abertura das vélvulas = 5 segundos.

4.3.5 Otimizacao do sistema de geracao de hidreto por analise de

injecao em fluxo

Varidveis podem influenciar no procedimento de geracdo de hidreto por injecdo em fluxo,
sendo assim, o estudo univariado foi utilizado para a otimizagdo de cada uma das seguintes
varidveis: comprimento da bobina de reag¢do, concentragdo do borohidreto, concentracdo do
acido (HCI) e vazdo da amostra e dos reagentes. O estudo univariado foi aplicado devido a nao
disponibilidade de bombas peristalticas para alterar simultaneamente a velocidade de rotagao
da amostra e reagentes, tornando assim, a otimiza¢do multivariada impraticavel. Diante disso,
afim de recuperar alguma informacdo a respeito das interacdes entre as varidveis estudadas, foi
realizado o estudo do volume da amostra e dos reagentes através da otimiza¢do multivariada

através de um planejamento composto com ponto central do tipo estrela.

> Estudo da concentracao de NaBH,

Mantendo o tempo de abertura das vélvulas igual a 5 segundos, a concentragdo de
As(III) em 5 ,ug.L_l, de HCl igual a 1 mol.L.~!, de APDC, NaCl, Triton X-114 antiespumante,
respectivamente, iguais a 0,70, 0,52, 0,21, 2,3% m/v e comprimento da bobina de reacdo igual
a 20 cm, o efeito de diferentes concentra¢des de borohidreto de sédio foi avaliado na geracao
seletiva do hidreto de arsénio. Neste estudo, a concentracdo de NaBH, foi avaliada de 0,25 a
0,75% m/v.
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> Estudo da concentracao de HCI

A geracgdo de hidreto consiste em converter o analito em compostos volateis através da
reacdo com um agente redutor (NaBH,4) em meio dcido (HCI). Sendo assim, respostas diferentes
sdo obtidas com relagdo a eficiéncia da geracdo de hidreto em func¢do da concentragdo de HCI.
Para avaliar a influéncia da concentracdo de HCI no sistema proposto, sua concentragdo foi
variada de 0 a 13% v/v, mantendo as condic¢des ja citadas anteriormente e concentracao de
NaBH,4 igual a 0,50% m/v.

> Estudo do comprimento da bobina de reaciao

A vazao constante, o comprimento da bobina de reacdo influencia a cinética da reagcdo

através da razao entre amostra e reagente.

Mantendo as condigOes ja citadas anteriormente e concentracdo de HCl igual a 11%
v/v, a influéncia do comprimento da bobina de rea¢do na formacdo do hidreto, foi avaliada para

comprimentos de 10, 20, 30, 40 e 50 cm, enroladas em tubos de pléstico de 1cm de didmetro.
> Estudo da vazao da amostra e NaBH,4

Para avaliar a vazdo da amostra e redutor (NaBH4), o modo de inje¢do simultaneo foi
utilizado pois apresentou melhores resultados. Neste sistema, a amostra e redutor sdo injetados
ao mesmo tempo e depois que as valvulas sdo fechadas € que ocorre a inje¢ao do acido. Sendo
assim, a vazdo da amostra e do NaBH,4 foram avaliadas simultaneamente alterando a velocidade

1

de rotagdo da bomba peristaltica com vazdes no intervalo de 1,5 a 4,5 mL.min™ " nas condigdes

ja otimizadas.
> Estudo da vazao do HCI

A injecdo em fluxo tem como principio a inser¢ao de uma aliquota da amostra em um
fluido transportador, que muitas vezes € fundamental para a ocorréncia da reagdo. Sendo assim,
a vazdo do HCI ndo pode ser baixa a ponto de provocar a dispersdo da amostra, € nem elevada a
ponto de impedir a formagdo do hidreto. Diante disso, a vazdo do HCl foi avaliada no intervalo

de 0,7 a4,5 mL.min"! e mantendo a vazdo da amostra e redutor igual a 4 mL.min~!.

> Estudo do volume da amostra e reagentes
Para o estudo do volume de amostra e dos reagentes foi realizado um planejamento

composto com ponto central do tipo estrela com variacdo do tempo de abertura das valvulas para

obter as condi¢des otimizadas do volume da amostra e dos reagentes.
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O tempo de abertura das valvulas foi controlado por computador utilizando um software
de codigo fonte aberto utilizado na plataforma Arduino. Desta forma, as varidveis foram definidas
por modificagdo no comando informatico, o que tornou possivel a aplicacdo de uma mesma

montagem a variadas condi¢des e determinagdes, sem necessidade de reconfigurar fisicamente o

sistema.

Para os procedimentos anteriores, o tempo de abertura das vélvulas (V| = amostra, V;
= NaBH4 e V3 = HCI) foram fixados em 5 segundos. Neste estudo, o tempo de 5 segundos foi
utilizado como ponto central e os niveis (+) e (-) foram avaliados com diferenca de uma unidade

do ponto central.

Os experimentos foram encaminhados conforme Tabela 10.

Tabela 10 — Matriz do CCD com ponto estrela para avaliacdo do volume da amostra e reagentes (n=3).

Variaveis escalonadas

Experimento tempo de abertura (s) tempo de abertura (s)
(VieVy) (V3)
1 4,0 (-1) 4,0 (-1)
2 6,0 (+1) 4,0 (-1)
3 4,0 (-1) 6,0 (+1)
4 6,0 (+1) 6,0 (+1)
5 5,0 (0) 3,6 (—V2)
6 5,0 (0) 6,5 (+v/2)
7 3,6 (—V2) 5,0 (0)
8 6,5 (+v/2) 5,0 (0)
9 5,0 (0) 5,0 (0)
10 5,0 (0) 5,0 (0)
11 5,0 (0) 5,0 (0)
12 5,0 (0) 5,0 (0)
13 5,0 (0) 5,0 (0)

AsI) =5 ,ug.L*I; APDC = 0,70 % m/v Triton X-114 = 0,21 % m/v; NaCl = 0,52 % m/v; Antiespumante = 2,3 %
m/v NaBH4 = 0,50 % m/v; HC1=1,3 mol.L’l; comprimento da bobina = 30 cm; vazdo da amostra, do NaBHy4 e do
HCI = 4 mL.min~!

4.4 Estudo da seletividade do método

Com as condic¢des otimizadas para o sistema de geracdo de hidreto por injecao em fluxo,
foi avaliada a seletividade do método a partir da comparacao dos valores de absorbancia tanto
para As(IIT) quanto para As(V) nas concentra¢des de 0,5; 1,0 e 5,0 ug.L~! afim de verificar
a influéncia da extragcdo da espécie pentavalente sobre o0 método desenvolvido para a espécie

trivalente.
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4.5 Teste de interferentes

O comportamento de As (III) na presenca de fons interferentes foi avaliado com proce-
dimento univariado. O estudo foi realizado através de solucdes sintéticas, ou seja, solugdes de
As(II) na concentracio de 1 ug.L~! foi fixada e concentracdes crescentes dos interferentes -
Fe(III), Hg(II), Ni(II), Co(II), Cu(Il), Zn(1I) e Pb(II) - nas proporcdes de 1:5, 1:10, 1:100, 1:500

e 1:1000 foram testadas individualmente.

4.6 Figuras de mérito

Uma vez definidos os parametros de operacdo, o desempenho analitico do método foi

avaliado por meio de alguns parametros.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados a partir da estimativa
do desvio padrao (s) do valor de absorbancia de dez brancos analiticos, Equacdes 4.7 e 4.8,
em que & € o coeficiente angular da reta. Esses valores expressam, respectivamente, 0 menor
valor de concentragdo que pode ser detectado pelo método e a menor concentragdo que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de precisdo (INMETRO, 2011).

3.s
LD = o 4.7)
10.s

A precis@o que define a concordancia de medidas independentes feitas sob as mes-
mas condi¢des foi avaliada pelo Desvio Padrao Relativo (DPR) para 10 ensaios realizados

sequencialmente no mesmo dia.

O fator de enriquecimento foi obtido pela razdo entre os coeficientes angulares das
curvas com e sem o procedimento de extracdo por ponto nuvem, com o objetivo de determinar a

eficiéncia da pré-concentragao.

A exatidao foi avaliada com os resultados obtidos por meio da adi¢do e recuperacdo de
As(III) em amostras fortificadas com 1 ,ug.L_] de As(III).

4.7 Procedimento analitico para a determinacao de arsé-
nio inorganico
4.7.1 Preparo das amostras

Para a quantificacdo das espécies inorganicas de arsénio, foi pesado 1,00 g de sedimento

e colocado em frascos de polipropileno, no qual foi adicionado 1mL de per6xido de hidrogénio
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8,8 mol.L~! para prévia digestdo da matéria organica, deixando em repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente. Logo apds, foi adicionado 10 mL de agua régia (HCI:HNO3, 1:3 v/v)
e a amostra foi entdo levada ao sistema de digestao em forno de microondas, modelo Mars6,

seguindo o programa de digestdo descrito na Tabela 11 (SILVA, 2009).

Tabela 11 — Programa de digestdao das amostras em forno de microondas

Etapas Poténcia (W) Tempo (min)

1 400 05
2 600 10
3 400 05
4 000 10

A amostra foi centrifugada e o sobrenadante foi filtrado e recolhido em um baldo
volumétrico de 50 mL que teve seu volume completado com 4gua deionizada. A solucdo foi
armazenada em frasco de polietileno a 4= 4 °C até leitura dos sinais analiticos na metodologia
CPE-FIA-HG FAAS.

4.7.2 Determinacao de arsénio total

O procedimento para a determinagdo de arsénio total foi aplicado nas amostras de
sedimentos apds uma etapa de reducgao das espécies de arsénio a As(III). Neste trabalho foram
avaliados os pré-redutores tiossulfato de sddio, tioureia, L-cisteina e cloridrato de hidroxilamina.
O estudo foi realizado comparando a absorbancia da arsina gerada a partir do As(III) em
concentragdo igual a 5 ug.L~! sem pré-redutores e da arsina gerada a partir da mistura de As(III)
e As(V) em concentragdo igual a 2,5 pg.L~! para ambas as espécies em diferentes concentragdes
do pré-redutor (0,10; 0,50; 1,0; 3,0 e 5,0% m/v).

Foi adicionado o pré-redutor que apresentou melhor resultado em sua respectiva con-
centragdo a solucao do extrato apds a digestdo da amostra e foi feito o ajuste de pH para 1,8,

seguindo o procedimento do ponto nuvem e sistema de geracao de hidreto por injecdo em fluxo.

4.7.3 Determinacao de As(1ll)

Para a determinagdo de As(IIl) utilizando as condi¢des otimizadas propostas neste
trabalho, deve-se utilizar a solug¢do do extrato obtido na digestdo da amostra e o pH ser ajustado
a 1,8 e seguir o procedimento do ponto nuvem e sistema de geragcao de hidreto por injecdo em

fluxo.

4.7.4 Determinacao de As(V)

A concentracdo de As(V) € determinada pela diferenca do As total e As(III).
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CAPITULO

RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Estudo do modo de injecdao no sistema FIA

Os procedimentos em fluxo sao mais recomendados para o manuseio automatizado de
amostras liquidas, uma vez que as operacdes individuais de um protocolo de ensaio sdo ligadas
por uma corrente portadora em fluxo, ou seja, as amostras sofrem processamentos semelhantes:
sdo introduzidas sucessivamente no sistema analitico no mesmo ponto, encontram reagentes nas

mesmas circunstancias e percorrem um percurso idéntico até a deteccao.

Durante o seu percurso, a amostra pode ser submetida a processos fisicos, quimicos ou
fisico-quimicos. Outros liquidos transportadores podem eventualmente juntar-se ao primeiro em
diferentes pontos compreendidos entre a inje¢do e o detector originando uma zona reacional.
Tratando-se da andlise em fluxo, todas as operacdes refletem em uma dispersao-diluicao da
amostra no liquido carregador e tem como objetivo proporcionar as condi¢des que permitam
a deteccdo especifica de um dos constituintes da amostra quando essa atravessar o detector
(RUZICKA, 2016).

A medida que a amostra se movimenta no sistema, um gradiente de concentracio
(alterag@o no valor da concentragcdo de determinada substancia por unidade de espacgo) é gerado
por reacao quimica ou dispersao fisica. Sabendo que a metodologia é baseada no controle da
dispersdo da amostra no fluxo transportador, a dispersdo da amostra € um fator importante para
a otimizacao dos sistemas em fluxo. Por isso, o modo de injecdo da amostra e dos reagentes
no sistema de andlise por multicomutacao foi estudado com o objetivo de obter as melhores

condic¢des de detectabilidade.

As curvas analiticas de calibra¢do para a injecdo sequencial e a injecdo simultanea,
mostradas na Figura 14, foram construidas a partir dos valores de absorbancia apresentados na
Tabela 12.

Observa-se que quando a solucdo da amostra, do NaBHy e do HCI foram inseridas
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Tabela 12 — Estudo do modo de inje¢do no sistema FIA.

Absorbancia

= —1
Concentragéo de As(IIT) (ug.L™") Injecdo sequencial Injecdo simultanea

0 0,0059 (£0,0034)  0,0073 (£0,0024)
10 0,0774 (£0,0041)  0,0770 (£0,0037)
20 0,1390 (£0,0035)  0,1739 (£0,0026)
30 0,1960 (£0,0033)  0,2550 (£0,0037)
40 0,2400 (£0,0051)  0,3249 (£0,0044)
50 0,2850 (£0,0047)  0,4177 (£0,0034)

Figura 14 — Estudo do modo de inje¢@o no sistema FIA.
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NaBH, = 0,50 % m/v; HCl = 1,0 mol.L™'; comprimento da bobina = 20 cm; tempo de abertura das valvulas = 5
segundos. Fonte: (Autor).

alternadamente no percurso analitico (inje¢do sequencial), o valor de absorbancia foi menor que
quando a amostra de As(IIl) e do NaBH4 foram injetadas juntas e posteriormente injetou-se
a solucdo do HCI (injecdo simultanea). A diferenca entre as respostas do modo de injecdo e
sequencial e simultanea apresentaram uma diferenca de até 32% maior para a ultima. Além disso,
a inclinagdo das retas mostram que a sensibilidade no modo de inje¢ao simultanea foi maior
que da injecao sequencial. Logo, a formacao do hidreto volétil (AsH3) foi favorecida pelo maior
contato entre o analito e o agente redutor (condi¢do de mistura), bem como evitando a dispersado

da amostra pelo maior tempo de contato entre a amostra e reagente (gradiente de concentragdo).

Diante dos resultados apresentados, a injecdo da amostra juntamente com o NaBHy
resultou em uma homogeneiza¢ao mais ripida da zona de amostra e, consequentemente, num

desenvolvimento da reacdo também mais rapido. Logo, o fato da mistura de solucdes se iniciar
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na fase de amostragem representou um aumento significativo do sinal analitico, indicando que
a condi¢do de mistura e o gradiente de concentracao sao dois fatores que influenciam no sinal
analitico do sistema escolhido neste trabalho. Dessa maneira, a inje¢ao simultanea foi escolhida

para a continuidade dos experimentos.

5.2 Influéncia do pH na formacao do complexo

Os fons para serem separados/pré-concentrados através da técnica do ponto nuvem devem
formar primeiramente um complexo com propriedades hidrofébicas, para entdo serem extraidos
para as micelas. Dessa forma, a efici€ncia da extragdo estd diretamente relacionada a formagao

do complexo, que ocorre em uma determinada faixa de pH.

Um estudo da sintese e caracterizagdo do complexo de ditiocarbamato de arsénio
(As[S,CNPh;]3) foi proposto por Donahue et al. (2014). Os espectros de ressonancia mag-
nética nuclear (RMN), os espectros infravermelhos (IR), as microandlises e os pontos de fusao
forneceram informagdes importantes quanto as estruturas do complexo de ditiocarbamato na
presenca e auséncia de arsénio. A variacdo dos substituintes ligados ao nitrogénio ndo apresen-
taram alteracdes significativas nas distancias e angulos da ligacdo do complexo As[S;CNR;]3,
mas foi obseravado uma clara diferenca na regido de estiramento C-S quando os substituintes
foram alterados. Portanto, os substituintes de ditiocarbamato afetam a ligagdo de enxofre quando

ligado ao arsénio e portanto ficou evidente a afinidade do grupo tiol pelo As(III).

O estudo univariado realizado para avaliar a influéncia do pH na formacio do complexo
com APDC, apresentado na Figura 15, mostrou que maior sinal analitico foi obtido em pH igual
a 1,0 e decresce rapidamente entre pH 1,0 e 2,0 e ndo apresentou diferenca significativa entre os
valores de 3,0 a 7,0.

Figura 15 — Estudo da influéncia do pH na formag¢ao do complexo, (n=3).
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As(IIl) = 10 ,ug.L*'; APDC = 0,50 % m/v; Triton X-114 = 0,21 % m/v NaCl = 1,05 % m/v; NaBH4 = 0,50 % m/v;
HCl= 1,0 mol.L~!; comprimento da bobina = 20 cm; tempo de abertura das vdlvulas = 5 segundos. Fonte: (Autor).
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Logo, o complexo € quantitativamente favorecido em valores de pH que se obtém o
complexante na forma protonada (DIXIT ez al., 2016), ou seja, em valores de pH menores que

2,0 de acordo com os resultados obtidos.

A formagdo do composto de coordenagdo em meio dcido pode ser representada pela

Figura 16.
Figura 16 — Complexo formado entre As(III) e o complexante APDC.
“H,— CH,- S : S, S. ~ ~
(Hr—CH, N C/ - C‘HZ Chx AN N/"“fﬁ"HZ
H,— CH,~~ + A T CcH, o CHy Nic\ NS AN n,cn,
S NH,' S AS—S
//
/
P
\T//
N
N
7N\
H,C CH,

Fonte: (Autor).

De acordo com os resultados obtidos, a extensdo da formagao do complexo entre As(III)
e APDC € maior em meio 4cido. Os resultados foram coerentes com a distribui¢do das espécies
do complexante em fun¢do do pH, mostrado na Figura 17, que indica que em pH menor que 2,0

a espécie protonada prevalece sobre a espécie desprotonada.
Figura 17 — Distribui¢do das espécies de APDC em funcdo do pH.
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Fonte: chemicalize.com

A comparagao com as espécies de As(II) em funcdo do pH, mostrada na Figura 18,
indicaram coeréncia com os resultados obtidos, pois € a forma neutra do arsénio que apresenta
maior afinidade com o grupo tiol (espécie protonada do complexante). Enquanto ocorre a despro-
tonacdo com o aumento do pH, a fracao da espécie H3AsOj3 vai diminuindo gradativamente, por

essa razao tem-se a diminui¢ao continua do sinal analitico.
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Figura 18 — Distribui¢@o das espécies de As(II) em fun¢ado do pH.
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Embora os maiores valores de absorbancia foram obtidos em pH igual a 1,0, os mesmos
nao foram precisos. Como indicado pela distribuicdo das espécies de APDC, em pH 2,0 a
espécie protonada estd presente em 50%, sendo o pH méximo ideal para formagao quantitativa
do complexo. Por isso, de forma a garantir reprodutibilidade dos resultados, o valor de pH da fase
aquosa foi mantido igual a 1,8, pois em pH menores nado foi possivel obter precisdo adequada

para os experimentos.

Em estudo para determinagdo de As(IIl) e As(V) na 4gua do mar por espectrometria de
absor¢do atdmica apds pré concentracdo por coprecipitagdo com o complexante ditiocarbamato
de niquel-pirrolidina, Zhang et al. (2004) avaliaram a influéncia do pH final da solucdo de
amostra, em que o As(III) foi quantitativamente coprecipitado com o complexante Ni-PDC
quando o pH da solug¢do de amostra foi ajustado no intervalo de 2,0 a 3,0, e que o As(V)
dificilmente era coprecipitado, com uma recuperacao inferior a 1% quando o pH da solugdo da

amostra foi ajustada para 1,0.

Chen, Huo e Wang (2009) também realizaram o estudo do pH na formag¢do do complexo
entre As(III) e APDC e obtiveram a mesma faixa de pH para seletividade do As(III). O estudo
foi baseado na anélise de espécies de arsénio inorganico em dgua natural por separacdo com
nanofibras de carbono e determinagdo por espectrometria de massa com plasma indutivamente

acoplado.

5.3 Otimizacao do procedimento ponto nuvem

A etapa de pré-tratamento da amostra € reconhecidamente a mais demorada e trabalhosa
do que a andlise propriamente dita, sendo os procedimentos de preparacdo de amostra para

determinacdo de arsénio muito criticos devido a alta volatilidade deste composto. Esta realidade
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tem levado pesquisadores a buscarem alternativas mais simples e rdpidas de tratamento da
amostra. A técnica por ponto nuvem € bastante simples e ndo requer equipamentos sofisticados

para obten¢do de extracdes eficientes e elevados fatores de pré-concentragao.

E importante garantir que a concentragdo do agente complexante seja suficiente para
formacdo quantitativa do complexo antes da adi¢dao do surfactante. Além disso, a quantidade
de surfactante adicionada deve assegurar a formacao dos agregados micelares em solugdo, ou
seja, a concentragdo final do surfactante em solucdo deve exceder a CMC. Qualquer espécie que
se associe ao agregado micelar em solugdo pode ser subseqiientemente extraida em diferentes
extensdes, dependendo da for¢a da interacdo da ligacdo micela-soluto. O Triton X-114 foi o
surfactante escolhido pelo fato de possuir baixa temperatura de ponto nuvem, atéxico, baixo
custo, uma alta densidade da fase rica em surfactante que facilita a separacdo de fases por
centrifugacdo, bem como pela auséncia de grupos eletroativos em sua molécula (PALEOLOGOS,
2017; MORTADA; HASSANIEN; EL-ASMY, 2014). Diante disso, o Triton X-114 vem sendo
bastante empregado em estudos utilizando extracdo por ponto nuvem (LI et al., 2015; ULUSOY
etal.,2011).

A temperatura em que ocorre a separagdo das fases € conhecido como ponto nuvem,
cujo valor depende da estrutura e da concentracdo do surfactante. No entanto, as condi¢des
podem ser alteradas pela adi¢do de eletrdlito para que a solu¢ao micelar seja separada da fase
aquosa. Santos-Ebinuma et al. (2013) estudaram o uso de NaCl, CaCl;-2 H,O e MgSO;4-7
H,O sobre o ponto nuvem do Triton X-114 e observaram diminui¢do na temperatura de ponto
nuvem, possibilitando a sua formac@o em temperatura ambiente. Isso ocorre devido o efeito

“salting-out”.

Considerando que a andlise de dados, juntamente com a experimentacdo sdo procedi-
mentos essenciais que propiciam o uso de ferramentas quimiométricas, principalmente aquelas
voltadas para otimizagdo (VICENTINI et al., 2011), foi realizado um planejamento fatorial 2*
completo avaliando as melhores condi¢des a serem empregadas na extracdo de As(III) por ponto

nuvem. Os resultados desse estudo estdo apresentados na Tabela 13.

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando a andlise de variancia
ANOVA, mostrados na Tabela 14, com nivel de confianca igual a 95%. Os valores da soma dos
quadrados (SQ), média dos quadrados (MQ) e graus de liberdade (gl) foram utilizados para
determinar a significancia dos efeitos principais e dos efeitos de interagdes para todas as variaveis

pelo valor de F.

Os valores de F foram comparados com um valor tabelado pelo Teste F ao nivel de 5%
de probabilidade (F3 45 59, = 2,83). Para um modelo que representa 94,7% dos dados t€m-se que
as varidveis que influenciaram significativamente na extragdo e pré-concentracdo de As (III) por
ponto nuvem, ao nivel de 95% de confianga, foram a concentracdo de APDC, de Triton X-114 e
de antiespumante, pois o valor de F calculado para estas varidveis foi maior que o valor de F

tabelado. As interacdes que apresentaram significancia no mesmo intervalo de confianca foram
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Tabela 13 — Resultado do planejamento fatorial 2* para estudo da extragdo e pré-concentracio por ponto nuvem

(n=3).
Variaveis escalonadas Absorbancia
Experimento APDC  Triton X-114 NaCl  Antiespumante (média)
(% m/v) (% m/v) (% m/v) (% m/v)
1 0,10 (-1) 0,02 (-1) 0,52 (-1) 1,0 (-1) 0,0854 (£0,0022)
2 0,50 (+1) 0,02 (-1) 0,52 (-1) 1,0 (-1) 0,0733 (£0,01465)
3 0,10 (-1) 0,21 (+1) 0,52 (-1) 1,0 (-1) 0,1164 (£0,0016)
4 0,50 (+1) 0,21 (+1) 0,52 (-1) 1,0 (-1) 0,2024 (£0,0054)
5 0,10 (-1) 0,02 (-1) 1,05 (+1) 1,0 (-1) 0,0768 (£0,0030)
6 0,50 (+1) 0,02 (-1) 1,05 (+1) 1,0 (-1) 0,0980 (£0,0013)
7 0,10 (-1) 0,21 (+1) 1,05 (+1) 1,0 (-1) 0,1454 (£0,0008)
8 0,50 (+1) 0,21 (+1) 1,05 (+1) 1,0 (-1) 0,1626 (£0,0018)
9 0,10 (-1) 0,02 (-1) 0,52 (-1) 2,0 (+1) 0,0569 (£0,0019)
10 0,50 (+1) 0,02 (-1) 0,52 (-1) 2,0 (+1) 0,1022 (£0,0019)
11 0,10 (-1) 0,21 (+1) 0,52 (-1) 2,0 (+1) 0,1123 (£0,0061)
12 0,50 (+1) 0,21 (+1) 0,52 (-1) 2,0 (+1) 0,2378 (£0,0195)
13 0,02 (-1) 0,02 (-1) 1,05 (+1) 2,0 (+1) 0,0819 (£0,0019)
14 0,50 (+1) 0,02 (-1) 1,05 (+1) 2,0 (+1) 0,0912 (£0,0041)
15 0,10 (-1) 0,21 (+1) 1,05 (+1) 2,0 (+1) 0,1621 (£0,0133)
16 0,50 (+1) 0,21 (+1) 1,05 (+1) 2,0 (+1) 0,2225 (£0,0045)

As{) =5 /.Lg.L_l; NaBH4 = 0,50 % m/v; HCl1 = 1,0 mol.L~!; comprimento da bobina = 20 cm; tempo de
abertura das valvulas = 5 segundos.

Tabela 14 — ANOVA para o planejamento fatorial 2* no estudo da extracio e pré-concentragio por ponto nuvem.

Fator gl MQ F p

(1) APDC 0,023329 1 0,023329 114,4551 0

(2) Triton X-114 0,090793 1 0,090793 445,4450 0
(3) NaCl 0,000543 1 0,000543 2,6626 0,111216
(4) Antiespumante 0,002136 1 0,002136 10,4795 0,002548

APDC x triton X-114 0,009532 1 0,009532 46,7635 0
APDC x NaCl 0,003499 1 0,003499 17,1650 0,000191
APDC x antiespumante 0,003088 1 0,003088 15,1503 0,000400
Triton X-114 x NaCl 0,000008 1 0,000008 0,0377 0,847151
Triton X-114 x antiespumamte 0,002239 1 0,002239 10,9829 0,002065
NaCl x antiespumante 0,000353 1 0,000353 1,7327 0,196164

Erro 0,007542 37 0,000204
SQ total 0,143060 47

entre as concentracdes de: APDC e Triton X-114, APDC e NaCl, APDC e antiespumante e entre

Triton X-114 e antiespumante, pois apresentaram valores de F calculado superiores ao valor

de F tabelado. Esses resultados indicaram que o procedimento de otimiza¢ao multivariada foi

adequado para o estudo.

Isso também pode ser verificado pelo grafico de Pareto, apresentado na Figura 19. Através

do gréfico € possivel avaliar o comportamento causado por cada uma das varidveis (efeito
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principal) e o comportamento causado pela interacio entre as varidveis (efeito de interagdo), ou

seja, o que acontece com a resposta quando ocorre a mudanca do nivel (-) para o nivel (+).

Figura 19 — Gréfico de Pareto gerado no planejamento fatorial 2*.
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Fonte: (Autor), utilizando o programa Statistic.

A concentragdo de Triton X-114 foi a varidvel que apresentou maior efeito sobre o
sistema nas condi¢des estudadas. O sinal positivo do efeito indica que melhores respostas sao
obtidas no nivel de maior concentragdo de Triton X-114, uma vez que em baixas concentracoes
de surfactante ndo hd formacdo de micelas suficientes para a extragdo do complexo formado
e, consequentemente, baixa eficiéncia de pré-concentracdo. Portanto, a concentracdo de Triton
X-114 igual a 0,21% m/v foi escolhida.

A concentragdo do complexante também apresentou efeito significativo, pois € ele que
vai garantir a formagao do complexo que serd extraido pelas micelas do surfactante. Sendo assim,
o gréfico indica que melhores resultados de absorbancia foram obtidos utilizando a concentracio

de 0,50% m/v para esta variavel.

O efeito de interacdo entre as concentragdes de Triton X-114 e APDC (1 com 2), assim
como entre Triton X-114 e antiespumante (1 com 4) sdo sinérgicos, ou seja, melhores resultados
sdo obtidos mantendo as varidveis em concentragdes maiores (nivel +), pois o efeito principal de

cada uma delas, que € significativo, é representado por um valor positivo.

Ja o efeito de interagdo entre as varidveis Triton X-114 e NaCl (1 com 3) € antag6nico,

isto €, quando uma varidvel € mantida no nivel alto (+) a outra deve ser mantida no nivel baixo
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(-) para obter melhor sinal analitico. Diante disso, como a varidvel NaCl ndo apresenta efeito
significativo, sua concentra¢do foi mantida no nivel baixo, uma vez que o efeito principal do

Triton X-114 foi mais significativo.

A adicdo de NaCl no meio promove a desidratacdo das cadeias hidrocarbdnicas do
surfactante como resultado de interacdes eletrostaticas mais fortes entre sais e moléculas de
dgua em comparacdo com as ligagcdes de hidrogénio entre as cabecas polares do surfactante e
as moléculas de dgua. Ou seja, as moléculas de dgua destinam-se principalmente a solvatacao
de ions salinos e deixam espaco para as interacdes de van der Waals entre as moléculas de
surfactantes nas micelas, que € responsavel por uma diminui¢io na temperatura do ponto nuvem.
Altas concentracdes de sal podem aumentar a densidade da fase aquosa que possui a concentracao
de surfactante préxima a concentracdo micelar critica podendo perturbar a separacao de fases.
Por outro lado, a auséncia de sal diminui a eficiéncia da extra¢do devido a um aumento na
temperatura do ponto nuvem, levando a separagdo de fase incompleta a temperatura ambiente
(MORTADA; HASSANIEN; EL-ASMY, 2014). Como o grafico de Pareto indicou que o efeito
principal do NaCl nao foi significativo no intervalo avaliado, a concentragao desta variavel foi
fixada em 0,52% m/v para o estudo da superficie de resposta, uma vez que nesta concentracao
ha formacao do ponto nuvem para extrair o complexo entre As(III) e APDC sem a necessidade

de aquecimento.

A interacdo entre as varidveis Triton X-114 e antiespumante (2 com 4) também apre-
sentou efeito significativo e sinérgico, mantendo as duas varidveis no nivel alto (+) devido ao
comportamento individual de cada uma no sistema utilizado. A concentrac¢do do surfactante é
diretamente proporcional a quantidade de fase rica formada e como a concentragdo de NaCl foi
fixada e ndo avaliada na metodologia da superficie de resposta, um aumento na concentra¢ao
de surfactante provoca um aumento na temperatura do ponto nuvem (SANTOS-EBINUMA et
al., 2013). Contudo, apesar do grafico de Pareto indicar melhores resultados para concentra¢des
maiores de surfactante, deve-se levar em consideragdo que quando a sua concentragdo € muito
elevada o complexo se distribui em um volume maior e diminui o fator de pré-concentracao.
Além disso, foi utilizado neste trabalho a geracao de hidretos e altas concentracdes do surfactante
€ uma limitagdo para o sistema, devido a formacdo de espuma. Sendo assim, a concentragao
de Triton X-114 foi fixada como 6tima em 0,21% (nivel alto) e nao foi avaliada no estudo da

superficie de resposta, pois esta concentracao foi suficiente para a formacao do ponto nuvem.

Diante dos resultados obtidos no planejamento fatorial e da discussao exposta acima,
a otimizacgdo foi realizada através da metodologia da superficie de respostas utilizando um
CCD do tipo estrela (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). O estudo foi realizado
para as varidaveis APDC e antiespumante, pois o complexante apresentou efeitos de interacao
significativo com trés varidveis e o estudo da concentracdo do antiespumante € importante para

garantir que ndo haja formacao de espuma no separador gés-liquido.

O modelo quadrético para duas varidveis é representado por seis coeficientes e para
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estimar eficientemente todos os coeficientes, ampliou-se o planejamento com os pontos estrela, os
quais estdo sobre uma circunferéncia de raio /2. O planejamento adotado pode ser representado
na Figura 20 em termos das varidveis escalonadas (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2001).

Figura 20 — Representagcdo geométrica do planejamento composto central com ponto estrela.
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Fonte: Adaptado de (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001)

Basicamente, estes experimentos sdo compostos de um ponto central, que serd executado
com réplicas e dard uma estimativa interna do erro puro e de pontos axiais, que irdo determinar
os termos quadraticos, sendo que os quatro pontos da estrela estdo localizados nos centros de

cada uma das quatro arestas da regido experimental.

Os experimentos foram realizados em triplicata para estimar o erro experimental e
também realizados de forma aleatdria para evitar distor¢des estatisticas e da qualidade dos

resultados obtidos, que estido apresentados na Tabela 15.

Com os valores de absorbancia e os valores escalonados das variaveis obteve-se o modelo
matemaético que descreve o sistema, Equacdo 5.1, onde x representa a concentragdo do APDC e

y a concentragdo do antiespumante.

ABS = —1,0532 +2,7247*x — 1, 1477*x> +0,4372*y — 0,0291*y* — 0,4709*x*y  (5.1)

A importancia de cada varidvel esta relacionada tanto com o0s sinais como com o valor
de cada coeficiente, ou seja, coeficientes positivos indicam ganho de sinal analitico quando a
varidvel passa do nivel (-) para o nivel (+), enquanto coeficientes negativos indicam que hd ganho
de sinal quando se trabalha em niveis baixos. E, quanto maior o valor do coeficiente maior € sua

influéncia na resposta.

Os resultados obtidos pela ANOVA, apresentados na Tabela 16, indicam que 92% dos
dados sdo representados pelo modelo. Comparando os valores de F calculado com o valor de F
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Tabela 15 — CCD com ponto estrela (n=3).

Experimento Variaveis escalonadas Absorbancia

APDC Antiespumante (média)

(% m/v) (% m/v)
1 0,25 (-1) 2,0 (-1) 0,0442 (4 0,0044)
2 0,75 (+1) 2,0 (-1) 0,3474 (£ 0,0073)
3 0,25 (-1) 3,0 (+1) 0,2882 (4 0,0068)
4 0,75 (+1) 3,0 (+1) 0,3559 (£ 0,0038)
5 0,50 (0) 1,7 (—/2) 0,3467 (£ 0,0045)
6 0,50 (0) 3.2 (+v2) 0,3273 (£ 0,0106)
7 0,14 (—/2) 2,5 (0) 0,0567 (4 0,0030)
8 0,85 (+v/2) 2,5 (0) 0,3595 (4 0,0021)
9 0,50 (0) 2,5(0) 0,3359 (£ 0,0035)
10 0,50 (0) 2,5 (0) 0,3455 (4 0,0037)
11 0,50 (0) 2,5 (0) 0,3503 (£ 0,0090)
12 0,50 (0) 2,5 (0) 0,3428 (£ 0,0040)
13 0,50 (0) 2,5 (0) 0,3492 (£ 0,0027)

As(III) =5 ,ug.L’l; Triton X-114 = 0,21 % m/v; NaCl = 0,52 % m/v; NaBH, = 0,50 % m/v; HCl = 1,0 mol.L~!;
comprimento da bobina = 20 cm; tempo de abertura das valvulas = 5 segundos.

tabelado ao nivel de 5% de probabilidade (Fj 35 59, = 4,08) pode-se descrever a influéncia dos

termos lineares e quadraticos juntamente com a andlise da Equacao 5.1 e concluir que:

Tabela 16 — ANOVA para o CCD tipo estrela no estudo da extracio e pré-concentracdo por ponto nuvem.

Fator SQ gl MQ F p

(1) APDC (L) 0,239468 1 0,239468 239,9091 0

APDC (Q) 0,107400 1 0,107400 107,5974 0
(2) Antiespumante (L) 0,018979 1 0,018979 19,0138 0,000120
Antiespumante (Q) 0,001106 1 0,001106 1,1078  0,300213

APDC (L) x antiespumante (L) 0,041585 1 0,041585 41,6611 0

Erro 0,032939 33 0,000998
SQ total 0,440463 38

- O coeficiente linear positivo para a concentracdo de APDC indica que maiores concen-
tracOes favorecem a extracao e pré-concentracdo de As(I1l) por ponto nuvem, enquanto que o
coeficiente quadrdtico negativo, indica que menores concentragdes favorecem o ganho de sinal.
Portanto, a curvatura da superficie € influenciada pela concentracdo de APDC que gera maior

contribuicdo para a maximizacdo do sinal, observado pelo valor de F calculado;

- A concentracdo de antiespumante nao contribui da mesma forma que o APDC para a
curvatura da superficie, pois o termo quadratico ndo € significativo, visto que o F calculado é
menor que o F tabelado. Entretanto, o termo linear apresenta um efeito significativo indicando a
primeiro momento que maiores concentragdes de antiespumante sao melhores, porém, o efeito

de interacdo antagoOnico, coeficiente negativo, entre as varidveis foi mais significativo que o
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efeito principal do antiespumante, F calculado, sugerindo que concentragcdes proximas ao nivel

(-) levam a um aumento de sinal.

A equacgdo obtida no método de andlises de superficie de respostas descreve o pla-
nejamento realizado. As etapas de deslocamento e modelamento sdo repetidas vdrias vezes,
mapeando a superficie de respostas obtidas na dire¢do da regido de ponto 6timo desejado a partir

do ajustamento de modelos lineares e quadréticos (EIRAS et al., 2000).

Com um programa computacional e a equacdo do modelo matematico, obteve-se a

superficie de respostas e suas linhas de contorno, conforme apresentados na Figura 21.

Figura 21 — Superficie de resposta da combinacao das concentracdes de APDC e antiespumante.
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Fonte: (Autor), utilizando o programa Statistic.

A superficie ndo apresentou um ponto de maximo, pois o ponto critico € representado
por um ponto de sela. Tal ponto representa um méaximo em uma dire¢do € um minimo em outra
direcdo, ou representa um ponto de inflexdo em uma ou vérias direcdes, porém, ndo significa que
a func¢do possua valores minimos ou maximos nele. Essa situacdo determina que, conhecidas
as derivadas parciais de uma funcdo, é possivel definir os pontos criticos da mesma, mas nao é
possivel saber se corresponde aos pontos de mdximo, a menos que se faca testes experimentais

nas suas proximidades.

Utilizando as linhas de contorno, foi possivel simular o movimento de um simplex
modificado, que se movimenta em direcdo ao ponto que apresenta melhores resultados, como

mostrado na Figura 22.

Um simplex € uma figura geométrica em “n” dimensdes, constituido de “n+1” pontos.
Cada dimensao corresponde a uma variavel a ser otimizada, logo, um simplex em duas dimensoes
¢ representado por um tridngulo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).
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Figura 22 — Simula¢do do comportamento das concentracdes de antiespumante e APDC no simplex modificado.
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Fonte: (Autor), utilizando o programa Statistic.

Os trés primeiros pontos representam os vértices de um triangulo e sao descritos pelas
letras W, N e B, onde os valores de absorbancia sdao nomeados de acordo com o pior (W), o
proximo pior (N) ou melhor (B) sinal analitico. Para o movimento do simplex, o vértice que
apresenta menor valor de absorbancia (W) sofre uma reflexdo (R) e se o sinal obtido for maior
que W, um novo simplex é formado por NBR; e realiza-se uma expansao (S) no sentido da
melhor resposta obtida. Se o sinal for maior, 0 novo simplex agora é formado pelos vértices
NBS; e uma nova reflexdo € realizada. Com esse raciocinio movimenta-se o simplex até obter o

ponto de 6timo com o melhor sinal analitico.

O valor indicado como ponto critico corresponde a concentragdes de 0,53% e 3,1% m/v,
respectivamente, para APDC e antiespumante. Pela andlise das linhas de contorno, Figura 22,
observa-se que hd uma regido (Ry4, S; e S3) em que o valor de absorbancia parece ser maior, como
indicado pelas cores correspondentes a cada valor de absorbancia. A concentragdo do ligante
deve ser suficiente para formar o complexo hidrofébico, e como apresentado, em concentragdes
abaixo de 0,30% m/v ndo hd formagdo quantitativa do complexo. E importante também ressaltar
que o excesso de complexante pode afetar na seletividade da extracao do complexo, uma vez
que os ligantes que ndo estiveram ligados ao arsénio provavelmente poderdo complexar outros

ions ou ficarem livres e assim competir com o complexo As(III)-APDC durante a extragao.

Diante disso, a Tabela 17 apresenta os novos experimentos realizados nos pontos Ry, S;
e S3 e para os valores indicados pelo ponto critico para avaliar a regido que apresenta melhores
resultados.

Com base nos resultados obtidos, verifica-se que a regido que apresenta melhores resulta-
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Tabela 17 — Experimentos realizados para defini¢do do ponto 6timo.

Experimento Variaveis Absorbancia
APDC Antiespumante (média)
(% m/v) (% m/v)
Ponto critico 0,53 3,1 0,3014
R4 0,72 2,3 0,3497
S2 0,75 2,0 0,3483
S3 0,82 1,6 0,3502

dos corresponde aos pontos Ry, S» e S3 e afim de evitar um excesso de complexante, foi escolhido
para a continuidade deste trabalho as concentrac¢des de 0,70 e 2,3 % m/v, respectivamente, para

APDC e antiespumante.

As condicdes otimizadas no procedimento de extracdo e pré-concentracao por ponto

nuvem sdo apresentadas na Tabela 18.

Tabela 18 — Valores otimizados para as varidveis no procedimento por ponto nuvem.

el . Concentracoes otimizadas
Variaveis

(% m/v)
APDC 0,70
Triton X-114 0,21
NaCl 0,52
Antiespumante 2,3

5.4 Otimizacao do sistema de geracao de hidreto por

analise de injecao em fluxo

Com as condi¢des otimizadas no ponto nuvem fixadas, as varidveis relacionadas ao

sistema de geracdo de hidreto em fluxo foram estudadas.
> Efeito da concentracao de NaBH,

Em 1972 foi proposto a utilizagdo de tetrahidroborato de sédio (NaBHy4) que precisam
ser estabilizadas em meio alcalino, para geracdo de hidretos de arsénio e antimonio (BRAMAN;
JUSTEN; FOREBACK, 1972).

Geralmente, a concentracdo de NaBH, depende da espécie analitica a ser determinada,
do seu estado de oxidac¢do, do pH da solucado e do sistema proposto para geracao de hidretos
(D’ULIVO, 2004). Os trabalhos na literatura recomendam o uso da soluc¢ao de borohidreto na
faixa de 0,2 - 5% (m/v), em solucdo aquosa estabilizada por 0,1 - 2,0% (m/v) de KOH ou NaOH
(PEREIRA et al., 2014; ZHANG et al., 2011).
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Em busca das melhores respostas para a geracdo seletiva de hidretos de arsénio, o efeito
de diferentes concentracdes de borohidreto de sédio foi avaliado na sensibilidade do método
analitico. Este estudo foi realizado porque o arsenito forma AsH3 em reagao com o NaBHy4, logo
a concentragdo do redutor na presenca de HCI influencia diretamente na propor¢ao do hidreto
formado. Os resultados obtidos em fun¢do da concentracdo de NaBH, estdao apresentados na

Figura 23.

Figura 23 — Estudo da concentracdo de NaBH4 na determinagapo de As(III).
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AsIl) =5 [.Lg.L_l; APDC = 0,70% m/v; Triton X-114 = 0,21 % m/v; NaCl = 0,52 % m/v; Antiespumante = 2,3%
m/v; HCl = 1,0 mol.L~!; comprimento da bobina de rea¢do = 20 cm; tempo de abertura das valvulas = 5 segundos.
Fonte: (Autor).

Foi observado um aumento de sinal analitico até a concentragdo de 0,65%, sendo que
para essa concentracdo bem como para concentracdes maiores, houve um desvio considerdvel
entre os resultados obtidos, como pode ser visto pela barra de erros. Isso ocorre, porque em
maiores concentragdes de NaBH4 hd formacdo de grande quantidade de H, e esse excesso gerado

forneceu resultados com pouca precisao.

Diante disso, para garantir precisdo nas leituras, a concentracdo de NaBH, igual 0,50%
m/v foi escolhida para as proximas etapas, pois esta concentracdao apresentou bom sinal analitico

e precisdo adequada para reduzir o arsénio ao hidreto correspondente.

>~ Efeito da concentracao de HCI

No sistema NaBHj/acido, o HCl é o mais utilizado na hidrélise acida do NaBHy

(D’ULIVO et al., 2011). A partir dessa reacao € que se obtém o hidrogénio que reduz o analito a
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sua forma de hidreto, como indicado pela Equacao 5.2.

3+
NaBH, +3H>0 + HCI — H3BO3 + NaCl +8H° % AsH; + H, (5.2)

O estudo da concentracdo do 4cido cloridrico cujos resultados estdo apresentados na
Figura 24, indica um aumento de absorbancia até 11% v/v, permanecendo quase constante para
concentragdes superiores. Isso indica que o hidreto necessita de um meio 4cido para ser formado,
porém, ndo € necessario acidez maiores do que aquelas estudadas. Visto que o borohidreto é
o reagente limitante, ou seja, ndo justifica altas concentragoes de dcido se ndo hda NaBHy para
ser reduzido, a concentracao de 11% v/v para a concentracao de HCI, que corresponde a 1,3
mol.L ™!, foi escolhida como melhor condicdo para esta varidvel afim de garantir a reducéo de

todo borohidreto.

Figura 24 — Estudo da concentracdo de HCI na determinagdo de As(III).
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As(Il) =5 ,ug.L*‘; APDC = 0,70% m/v; Triton X-114 = 0,21% m/v; NaCl = 0,52% m/v; Antiespumante = 2,3%
m/v; NaBHy = 0,50% m/v; comprimento da bobina de reacdo = 20 cm; tempo de abertura das valvulas = 5
segundos. Fonte: (Autor).

>~ Efeito da bobina de reacao

A andlise em fluxo tem como principio a injecdo de uma aliquota da amostra em
um fluido carregador. Enquanto € transportada para o detector, a amostra dispersa no fluido
carregador, gerando um gradiente de concentracdo. O grau de dispersdo da amostra depende,
principalmente, do comprimento do percurso analitico, portanto controlando esse parametro,
ajusta-se a magnitude do sinal gerado (RUZICKA, 2016).

A dispersdo da zona de amostra aumenta com a raiz quadrada da distancia percorrida
através da linha de fluxo, de acordo com a Equacdo 5.3 (MCKELVIE, 2008), em que D € o valor
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da dispersdo e L. é comprimento da bobina de reacdo. Logo, se € preciso diminuir a dispersao e

aumentar o tempo de residéncia, as dimensdes do tubo devem ser minimizadas.

D=L (5.3)

Considerando que o hidreto de arsénio € formado quando a amostra acidificada entra em
contato com a solucdo de borohidreto de s6dio, uma das varidveis estudadas foi o comprimento
da bobina que estd associada ao tempo necessdrio para a reacao ocorrer. Os resultados do estudo

para esta varidvel estdo apresentados na Figura 25.

Figura 25 — Efeito do comprimento da bobina de reag¢do na determinagapo de As(III).
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As(Il) =5 [,Lg.L_l; APDC = 0,70% m/v; Triton X-114 = 0,21% m/v; NaCl = 0,52% m/v; Antiespumante = 2,3%
m/v; NaBHy = 0,50 % m/v; HCl = 1,3 mol.L™!; tempo de abertura das valvulas = 5 segundos. Fonte: (Autor).

Os resultados utilizando a bobina de 10 cm mostraram que o intervalo de tempo disponi-

vel para a reacdo quimica foi insuficiente. Embora bobinas com comprimentos maiores permitam

tempos de reacdo mais longos, os resultados indicaram que para comprimentos maiores que 30

cm ocorre diminui¢do do sinal analitico devido a maior dispersao do produto formado.

Em estudo para determinagdo de arsénio por espectrometria de absor¢do atdmica com
geracdo de hidreto em um sistema de inje¢cdo em fluxo, Moretto (2001) avaliou a influéncia
da bobina de reacdo em diferentes comprimentos (10, 20, 30, 40, 60 e 80 cm), obtendo o
melhor sinal analitico em termos de sensibilidade e reprodutibilidade com a bobina de 30 cm de

comprimento.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho e as fundamentagdes tedricas relacio-
nadas a dispersdo da amostra e em relacdo a cinética de formagao do hidreto, a bobina de 30 cm

foi utilizada para a continuidade dos experimentos.
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— Efeito da vazao da amostra e NaBH,4

Se o fluxo do analito é maior que do redutor, este passa a ser um limitante da reacdo, pois
a formacao da arsina ocorre a partir do hidrogénio proveniente do borohidreto. Por outro lado,
se a vazao do redutor for elevada, hd excesso de hidrogénio formado e desestabiliza o sistema.
Sendo assim, a vazdo das duas variaveis foram avaliadas simultaneamente e os resultados estdo

apresentados na Figura 26.

Figura 26 — Estudo da vazdo da amostra e redutor.
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m/v; NaBHy4 = 0,50 % m/v; HCl1 = 1,3 mol.L~!; tempo de abertura das vélvulas = 5 segundos. Fonte: (Autor).
O aumento da vazdo de bombeamento foi foi controlada aumentando a rotagdo da bomba
peristaltica, e tem como objetivo manter a razdo entre as solucdes, pois todos os fluxos foram
aumentados na mesma propor¢do. Desse modo, ndo haveria altera¢do na proporcao dos reagentes

e da amostra.

O sinal aumentou até a vazio de 4 mL.min~! e para vazdes superiores houve comprome-
timento da eficiéncia no processo de separacao gas-liquido devido ao grande fluxo no separador
gds-liquido. Conclui-se entdo que a vazao tem efeito marcante na magnitude do sinal, ou seja, a
extensdo da reacdo e o tempo de reacdo sdo controlados pela vazdo da amostra e borohidreto de
sddio, pois com o0 aumento da concentracao hd maior quantidade de arsina formada e isso gera
um aumento de sinal analitico. Sendo assim, a vazdo de 4 mL.min "’ para as varidveis estudadas,

foi selecionada para a continuidade dos experimentos.
> Efeito da vazao do acido

O estudo da vazdo do HCl, mostrado na Figura 27, foi feito utilizando diferentes tubos de
Tygon®. Os diferentes didmetros internos dos tubos, ocasionam diferentes vazdes para inje¢ao

do acido.
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Figura 27 — Estudo da vazdo do 4cido.
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O tempo de residéncia da zona de amostra € uma funcao inversa da vazao de bombe-
amento da solu¢do do acido, portanto, uma elevada vazao do HCI nao favorece a formagao
quantitativa do hidreto pelo tempo de contato entre a amostra e o reagente redutor antes de
alcancarem o separador. Sendo assim a vazio de 4 mL.min~! foi escolhida a fim de garantir um
melhor sinal analitico para o sistema em estudo, pois em vazdes maiores, ocorre diminui¢cao no
sinal analitico devido ao curto tempo para que o redutor e amostra reagissem em meio dcido

antes de alcancgar o separador gis-liquido e pela menor quantidade de H, gerado.

>~ Efeito do volume da amostra e reagente

O aumento do volume de amostra aumenta a sensibilidade e o limite de deteccdo se a
zona de amostra recebe quantidade de matéria e de reagentes apropriadas. Portanto, o volume
das aliquotas da amostra e dos reagentes podem ter um efeito marcante sobre a homogeneizacgdo

da mistura e afetar as condicdes de reacdo e a estabilidade do sinal analitico.

O tempo de acionamento das vdlvulas e a vazdo de bombeamento determinam o volume
de cada aliquota das solu¢des da amostra e dos reagentes utilizados em cada andlise. Alterar
o volume de amostra € um modo eficiente para manipular a dispersao e, por consequéncia, a

sensibilidade e o limite de deteccao.

O experimento foi encaminhado conforme Tabela 19, que apresenta os resultados obtidos

para todas as combinagdes possiveis entre as varidveis.

Com os valores de absorbancia e os valores escalonados das variaveis, o modelo mate-

matico que descreve o sistema € representado pela Equacao 5.4, onde x representa o tempo de
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Tabela 19 — CCD com ponto estrela para estudo do volume da amostra e reagente (n=3).

Experimento Variaveis escalonadas Absorbancia
tempo de abertura (s) tempo de abertura (s) (média)
(VieVy) (V3)
1 4,0 (-1) 4,0 (-1) 0,2391 (&£ 0,0020)
2 6,0 (+1) 4,0 (-1) 0,0972 (£ 0,0037)
3 4,0 (-1) 6,0 (+1) 0,2986 (£ 0,0169)
4 6,0 (+1) 6,0 (+1) 0,3225 (£ 0,0048)
5 5,0 (0) 3,6 (—V2) 0,0884 (£ 0,0048)
6 5,0 (0) 6,5 (+v/2) 0,3472 (£ 0,0049)
7 3,6 (—=V2) 5,0 (0) 0,2050 (£ 0,0055)
8 6.5 (+v/2) 5,0 (0) 0,2720 (&£ 0,0066)
9 5,0 (0) 5,0 (0) 0,3953 (£ 0,0046)
10 5,0 (0) 5,0 (0) 0,3947 (£ 0,0054)
11 5,0 (0) 5,0 (0) 0,3853 (£ 0,0120)
12 5,0 (0) 5,0 (0) 0,3947 (£ 0,0054)
13 5,0 (0) 5,0 (0) 0,3951 (£ 0,0022)

As(II) =5 ,ug.L’l; APDC = 0,70% m/v; Triton X-114 = 0,21% m/v; NaCl = 0,52% m/v; Antiespumante = 2,3%
m/v; NaBHy = 0,50% m/v; HCI = 1,3 mol.L~'; vazdo da amostra e reagentes = 4 mL.min~".

abertura das vélvulas 1 e 2 e y o tempo de abertura da vélvula 3.

ABS = —2,8973+0,5245"x — 0,0734*x2 +0,7123*y — 0,0838"y2 +0,0414*x*y  (5.4)

Com o valor de F tabelado igual a F 33 54, = 4,08, com os valores obtidos para o F
calculado, Tabela 20, e os coeficientes da Equacdo 5.4 é possivel interpretar o comportamento

do volume da amostra e reagente.

Tabela 20 — ANOVA para o CCD tipo estrela no estudo do volume de inje¢cdo da amostra e reagentes.

Fator SQ gl MQ F p
(1) Vie Va2 (L) 0,000204 1 0,000204 03036 0,585343
Vie V2 (Q) 0,112658 1 0,112658 167,7422 0
(2) V3 (L) 0,158910 1 0,158910 236,6091 0
1

V3 (Q) 0,146634 0,146634 218,3303 0
VieVy (L)X Vs (L) 0,020617 1 0,020617 30,6980 0,000004
Erro 0,022163 33 0,000672
SQ total 0,431565 38

O coeficiente linear para a abertura das vélvulas 1 e 2 ndo foi significativo, pois o valor
de F calculado (0,3036) € menor que o F tabelado (4,08). Ja o coeficiente quadratico para Vi e
V;, foi negativo e comparando os valores de F verifica-se que esse termo € significativo, logo, hé

ganho de sinal analitico quando as védlvulas ficaram abertas em tempos menores.
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O coeficiente linear para a vélvula 3 foi positivo e esse termo € significativo, ou seja,
espera-se melhores respostas em tempos maiores de abertura da valvula. O coeficiente quadratico
para esta varidvel foi negativo, porém, apresenta menor significancia em relagao ao termo linear,

portanto, a tendéncia indicada pelo termo linear foi mantida.

O efeito de interacdo entre as varidveis foi sinérgico (coeficiente positivo) e apresentou
menor significAncia que os termos isolados. Sendo assim, ha indica¢do que melhores resultados

sdo0 obtidos com um tempo de abertura menor para Vi € V; e tempo de abertura maior para V3.

O modelo gerado que representa 95% dos dados apresentou um ponto de méximo. A

superficie de resposta e as linhas de contorno para o modelo estdo representadas na Figura 28.

Figura 28 — Superficie de resposta do tempo de abertura das vélvulas.

Fonte: (Autor), utilizando o programa Statistic

O modelo matematico previsto forneceu os valores criticos através da primeira derivada
da funcdo matematica que descreve a superficie de resposta. Os valores criticos indicam que as
melhores condigdes de trabalho foram 5 segundos para o tempo de abertura das valvulas 1 e 2 e
5,5 segundos para a vélvula 3, que correspondem a 0,33 e 0,36 mL, respectivamente, para o

volume injetado de amostra-redutor e volume injetado do 4cido.
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Com o sistema otimizado, evita-se a contaminacao cruzada entre as leituras das amostras,
destacando-se também a robustez da técnica pelo fato de que o volume a ser injetado pode ser
facilmente variado por alteracdo do tempo de abertura das valvulas, sem necessidade de desligar

0 equipamento ou trocar os tubos de Tyg0n®.

As condicdes otimizadas na geracao de hidreto por andlise em fluxo sdo apresentadas na
Tabela 21.

Tabela 21 — Valores otimizados para as varidveis no sistema de gerag¢do de hidreto por andlise em fluxo.

Variaveis Condic¢oes otimizadas
Comprimento da bobina (cm) 30
Concentragao de NaBHy (% m/v) 0,50
Concentragao de HCI (% v/v) 11
Vazio da amostra e NaBH4 (mL.min!) 4,0
Vazio do HCI (mL.min ") 4,0
Volume de amostra e NaBH4(mL) 0,33
Volume de HCI (mL) 0,36

Apos a otimizagdo de todas as varidveis, envolvidas tanto no procedimento do ponto
nuvem quanto da geragdo de hidreto por injecao em fluxo, verifica-se um ganho de sinal analitico
aproximadamente 89 vezes maior em comparagdo as leituras sem pré-concentragdo e otimizagao

das variaveis.

5.5 Estudo da seletividade do método

Este trabalho tem como finalidade a determinagdo de arsénio total a partir da extragdo
seletiva de As(IIl). Para que o procedimento seja aplicado com a finalidade de especiacao,
torna-se necessdrio verificar a influéncia da espécie pentavalente em relacdo ao procedimento

proposto.

Esse estudo foi realizado tanto para As(III) quanto para As(V), submetidas separadamente
ao procedimento de extracdo por ponto nuvem para avaliar se € possivel extrair e determinar

apenas a espécie trivalente sem influéncia significativa da espécie pentavalente.

Conforme mostra a Figura 29, o complexo entre As(III) e APDC é formado e eficiente-
mente extraido por meio da extracdo por ponto nuvem, enquanto que a espécie de As(V) s6 pode
ser extraida e determinada quantitativamente apds uma etapa prévia de reducdo/conversao para a
forma trivalente. Sob as condi¢Oes otimizadas, observa-se que As(V) € extraido com um valor de

absorbéncia correspondente 2 9,6% do sinal obtido com As(III) na concentragio de 5 ug.L~!.

Os resultados obtidos confirmam a seletividade do método proposto com base na reagdo
especifica do As(IlIT) com APDC, como também foi utilizado em outras publica¢des para extragao
seletiva da espécie trivalente (ARAIN et al., 2016; WU; SUN, 2016).
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Figura 29 — Verificagdo da seletividade do método proposto.
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APDC = 0,70% m/v; Triton X-114 = 0,21% m/v; NaCl = 0,52% m/v; Antiespumante = 2,3% m/v; NaBHy = 0,50%
m/v; HCl = 1,3 mol.L~!; vazdo da amostra e reagentes = 4 mL.min~!; volume de amostra e NaBH, = 0,33 mL;

volume de HCI = 0,36 mL. Fonte: (Autor).

5.6 Teste de interferentes

Para avaliar o comportamento dos interferentes nas condi¢des otimizadas, foi considerado

uma possivel aplicagc@o do procedimento em sedimentos de regido de mineragdo. Portanto, para se

definir os interferentes foi considerado as espécies presentes na matriz (ANA:Agéncia Nacional

de Aguas, 2015) e que possivelmente também formam complexo com o APDC, que é o agente

complexante utilizado neste trabalho.

Os resultados apresentados na Tabela 22 correspondem ao valor do Fator de Interferéncia,

que foi obtido pelo quociente entre o sinal analitico para a solucao de As(III) contendo o

interferente a ser avaliado e o sinal analitico para a solu¢@o contendo apenas o As(III).

Tabela 22 — Estudo de {ons interferentes na determinacédo de As (III)

Proporcao As(III):Interferente

Interferente — =116 1:100 1:500 1:1000
Fe () 110 004 079 071 062
He(l) 089 088 079 077 070
Ni(dD) 101 100 091 078 073
Co() 099 099 094 074 067
Cu(l) 097 093 061 057 040
Zn() 099 099 099 099 099
Pb() 097 097 096 095 095

As(III) = 1 ug.L*I; APDC = 0,70% m/v; Triton X-114 = 0,21% m/v; NaCl = 0,52% m/v; Antiespumante = 2,3%

m/v; NaBHy = 0,50% m/v; HCI = 1,3 mol.L’l; vazdo da amostra e reagentes = 4 mL.min"!; volume de amostra e
NaBH, = 0,33 mL; volume de HCI = 0,36 mL. Fonte: (Autor).
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Um Fator de Interferéncia igual a 1,00 indica que o interferente estudados nao perturba o
sistema. Um Fator de Interferéncia maior que 1,00 indica que o interferente provoca um aumento
no sinal analitico esperado, enquanto que um valor menor que 1,00 significa que o interferente
provoca uma interferéncia negativa no sinal analitico esperado. Diante disso, considerando a
concentragdo dos fons interferentes e que ha efeito de interferéncia para alteracdes nos valores
de absorbancia acima de 10%, os ions Zn(II) e Pb(II) ndo interferem na determinagdo de As(III),
enquanto que Fe(III) e Cu(Il) interferem a partir da propor¢ao de 1:100. Ni(II) e Co(II) provocam
um reducdo no sinal a partir da propor¢do de 1:500. A interferéncia mais critica foi observada

para Hg(II) que provocou redugdo do sinal analitico em todas as razdes estudadas.

Considerando a possivel concentracdo desses ions na amostra de sedimento (ANA:Agéncia
Nacional de Aguas, 2015), considera-se o efeito de interferéncia apenas para os fons Fe(III) e
Hg(ID).

Essas interferéncias podem ser consideradas na fase aquosa ou na fase gasosa.

Welz et al. (1990) estudaram as reacdes de atomizacgdo da arsina em um tubo de quartzo
aquecido usando absor¢do atdomica e espectrometria de massa. Foi observado que a atomizacao
dos hidretos gasosos ocorre devido aos d&tomos de hidrogénio livres, pois arsina nao produz sinal
de atomizac¢do quando € introduzida em uma célula de quartzo aquecida contendo apenas o gés
inerte, sendo necessario um suprimento de oxigénio, conforme € apresentado pelas Equagdes
5.5,5.6e5.7,

H+0,= OH+0 (5.5)
O+H, = OH+H (5.6)
OH+H), =H,O+H (57)

Foi entdo proposto que a atomizacdo da arsina ocorre em trés passos por colisdo com 0s
radicais H, de acordo co as Equacdes 5.8, 5.9 € 5.10, (WELZ et al., 1990).

AsH3;+ H = AsH, + Hy (5.8)

AsH, + H = AsH + H, (5.9

AsH+H = As+ H, (5.10)



5.7. Figuras de mérito 91

As interferéncias no estado gasoso pode ser pelo fato do interferente reduzir a quantidade
de radicais H no interior do atomizador, diminuindo a efici€éncia de atomizacdo da arsina ou
através da reacao analito-interferente, que pode resultar na formagao de moléculas diatdmicas
estdveis (TAKASE et al., 2002).

A interferéncia na fase liquida pode ser causada porque ocorre uma competi¢ao para a

reducdo das diferentes espécies quimicas, resultando numa baixa formagao do hidreto.

Para controle destas interferéncias ja na etapa do ponto nuvem, foi avaliado a presenca
do complexante EDTA como mascarante, com a finalidade de impedir que estes fons sejam

extraidos no ponto nuvem.

Para isso, as propor¢des que apresentaram interferéncia de acordo com a concentragao
das espécies na matriz(Fe(III) 1:1000 e Hg(II) 1:100) foram avaliadas na presenca de EDTA 0,02,
0,05 0,1 mol.L.~!, com os resultados apresentados na Tabela 23. A concentracdo de 0,1 mol.LL~!
de EDTA mascarou os fons interferentes a partir da formac¢ao de complexos hidrossoliveis,
impedindo que estes sejam extraidos pelas micelas no ponto nuvem e provoquem alguma

interferéncia na atomizac¢ao da arsina.

Tabela 23 — Avaliacdo de EDTA como mascarante.

Fator de Interferéncia
Interferente [EDTA] (mol.L~ 1)
0,02 005 0,1
Fe (III) 0,70 0,77 0,93
Hg (I1) 0,82 087 0,96

5.7 Figuras de mérito

A eficiéncia da pré-concentracao foi avaliada por meio do fator de enriquecimento (FE).
Este fator foi determinado através da constru¢ao de uma curva analitica de calibrag¢do obtida com
As(II) na faixa de 0,1 - 1,0 u.L~! com procedimento de extragio por ponto nuvem, Figura 30, e
uma outra compreendendo a mesma faixa de concentragao sem o procedimento de extracao e

pré-concentragdo, Figura 31 .

Os coeficientes angulares das curvas de calibracdo com e sem o procedimento de ex-
tracdo e pré-concentracdo foram respectivamente 0,2985 e 0,0054, resultando em um fator de
enriquecimento igual a 55. Esse ganho adicional de sensibilidade no método CPE-FIA-HG
FAAS sob as condi¢des 6timas experimentais, refletiram na obtenc@o de baixos valores para os
limites de detecgdo e quantificagio, respectivamente, iguais a 0,052 e 0,17 ug.L~!'. Com esses
valores foi possivel aplicar o método na determinagdo de niveis baixos de arsénio em amostras

analisadas.
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Figura 30 — Curva analitica de calibragdo do As(III) com pré-concentragao.
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Figura 31 — Curva analitica de calibragao do As(III) sem pré-concentragdo.
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A curva de calibracdo obtida pela metodologia desenvolvida apresentou uma faixa linear
de trabalho com coeficiente de correlagdo maior do que 0,99 e faixa linear de trabalho de 0,17 - 1
pug.L~1. A precisio do método foi avaliada pelo desvio padrio relativo (DPR), calculado a partir
de dez determinacdes para a concentragio de 1 pg.L~! e este apresentou um valor de 3,4%. A

Tabela 24 apresenta as figuras de mérito para o método proposto.

Tabela 24 — Figuras de mérito

Sem pré-concentracio Com pré-concentracao
Equacao de calibracao Abs=0,0054x + 0,0077  Abs=0,2985x + 0,0021
Coeficiente de correlacao (R?) 0.9751 0.9929
LD (ug.L™h 0,216 0,052
LQ (ugL™ 0,72 0,17
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5.8 Exatidao e aplicacao do método

Antes de realizar a determinacgdo de As total nas condi¢des otimizadas € necessario que
a espécie de As(V) seja previamente reduzida a As(I1I) antes da detec¢do. Diante disso, foram
avaliados os pré-redutores tiossulfato de sdédio (ULUSQY et al., 2011), tioureia (ZHANG et al.,
2013), L-cisteina (JIANG et al., 2009) e cloridrato de hidroxilamina (NIEDZIELSKI; SIEPAK,
2003) em diferentes concentragdes. O valor de absorbancia com o uso dos pré-redutores foi
comparado com o valor de absorbancia para a concentragio de 5 ug.L~! de As(IIT) sem o uso do

pré-redutor, cujo valor é de aproximadamente 0,38. Os resultados estdo apresentados na Figura
32.

Figura 32 — Estudo de pré-redutores para As(V)
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As(Il) e As (V) =25 ,LLg.L*I; APDC =0,70% m/v; Triton X-114 = 0,21% m/v; NaCl = 0,52% m/v;
Antiespumante = 2,3% m/v; NaBH4 = 0,50 % m/v; HCl = 1,3 mol.L~!; volume de amostra e NaBH4 = 0,33 mL;
volume de HC1 = 0,36 mL. Fonte: (Autor).

Para a L-cisteina, observa-se que na concentracdo de 0,2% m/v hd uma reducdo conside-
ravel de As(V), porém, com o aumento da concentra¢io, ha um decréscimo do sinal analitico,
que pode ser devido a interacao do grupo tiol da molécula da L-cisteina com As(IIl), que impede
a formacdo da arsina e consequentemente reduz o sinal analitico. O mesmo comportamento é
observado para o tiossulfato de sédio, que reduz o As(V) consideravelmente na concentracao de
1% m/v, mas para concentragdes maiores provoca um decréscimo no sinal, afetando também a

determina¢do de As(III).

O cloridrato de hidroxilamina ndo afeta a determinacao de As(IIl), porém ndo provoca

reducdo da espécie pentavalente, pois o valor de absorbincia permanece praticamente constante.

A tioureia foi o redutor que apresentou melhor resultado, sendo que praticamente todo
As(V) foi reduzido a As(III) utilizando a concentragdo de 5% m/v do redutor. Observa-se também
que a determinacdo de As(III) ndo € afetada, pois ndo hd queda do sinal analitico em nenhuma
das concentragdes avaliadas. Sendo assim, foi escolhido para a determinagao de arsé€nio total a

partir da reducdo da espécie pentavalente a espécie trivalente.
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Portanto, para a determinacdo de arsénio total e posterior quantificacdo de As(V), o
extrato obtido na digestao dcida foi submetido a uma etapa de pré-redugdo, na qual foi adicionado
a amostra uma aliquota de solucdo de tioureia de concentragdo igual a 5% m/v e pH 2, com

ajuste de pH utilizando HCI.

A porcentagem de recuperagdo (%Rec) obtida compreende o intervalo de 89,73 — 102,6%

e foi calculado de acordo com a Equacgdo 5.11.

CAs 11)adicionada
YoRec = utn X

100 (5.11)
As(I1I)amostra
Os valores calculados indicam que o procedimento aplicado ndo apresentou efeito de

matriz, pois os valores se enquadram dentro da faixa de 80 - 120%, (AOAC International, 2014).

Valores guia de qualidade de sedimentos sao importantes ferramentas para predicao de
contaminacao nessa matriz. Embora ndo sejam valores definitivos de toxicidade, estes podem

identificar dreas que possam apresentar potenciais efeitos adversos a biota.

No Brasil, a Resolugio CONAMA n° 344/2004 (2004) estabeleceu critérios para se-
dimentos a serem dragados e dispostos em dguas nacionais. Essa norma estipula dois valores

de referéncia principais para arsénio: um limiar abaixo do qual provavelmente ndo se observa

I"e 0 valor acima do qual provavelmente sera

observado efeito adverso & biota, correspondendo a 17,0 ug.g~!.

efeito adverso a biota que corresponde a 5,9 ug.g™

A Tabela 25 apresenta os resultados da analise de sedimentos em seis pontos coletados

na Bacia Hidrogréfica do Rio Doce.

Tabela 25 — Resultado da determinacgdo de arsénio nas amostras de sedimento da Bacia Hidrografica do Rio Doce.

=
Ponto de coleta As total (ug.L ")

2014 2015
1 0,52 5,01
2 1,29 2,58
3 1,43 4,28
4 12,31 17,68
5 10,79 12,07
6 12,87 14,00

Dos pontos coletados, o tinico que apresentou concentragdo de arsénio que pode provocar
um efeito adverso a biota € o ponto 4. As concentragdes indicam que pode ser uma regido que
possui um enriquecimento de origem geogénica ou outros fatores contribuem para a liberacdo
de ars€nio neste ponto, pelos valores observados no ano de 2014, porém, os rejeitos liberados
no rompimento da barragem provavelmente possuem arsénio em sua composicao, pois hd um

aumento na concentracao das espécies no ano de 2015, apds o acidente da mineradora.

Os pontos 4, 5 e 6 apresentam valores acima do limite minimo que ndo observa um efeito
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sobre o ambiente aqudtico, que pode ser devido a atividade mineradora, como também por outras

interferéncias antropogénicas.

A Tabela 26 apresenta uma comparacao entre os parametros analiticos obtidos com a

metodologia desenvolvida neste trabalho com os das publicacdes reportadas na literatura.

Tabela 26 — Comparacio dos métodos publicados e o método deste trabalho

Espécies Complexante l\(/jllitz(cigﬁge eXpS:f‘:fnn‘:lltal u;fl enrf;le::;);iie(tnto DPR % Ref.
AZ(SI(I\I,))C Molibdato  ETAAS Tﬂto(flp)]?_l . ool 52,5 50 [1]
As(IIl) APDC ETAAS Tritoip)]?_l 4 004 36,0 30 [2]
A/;Ss({gt)af APDC ETAAS TritoCnP)E—l 4 002 400 23 3]
A%i(sI(I\I’))e APDC GFAAS liqizgji(jido 0,036 45.0 31 1M
AZ(SI(I\I,))e Pionine B HGAAS . " . 0,008 60,0 35 5]
A/;Ss(ltgt)ale APDC HGAAS Trito(rjlp)lg—l 14 002 55,0 34 [6]

[1]J(SHEMIRANI; BAGHDADI; RAMEZANI, 2005); [2](TANG; DING; YAN, 2005); [3](BAIG et al., 2009);
[4](LIANG; PENG; YAN, 2009); [SJ(ULUSOY et al., 2011); [6](Este trabalho).

Os dados do presente método apresentam sensibilidade e precisdo concordantes aos
demais métodos, principalmente por apresentar excelente fator de pré-concentracdo. Comparando
com as demais técnicas, a geracdo de hidreto por andlise em fluxo € uma técnica que apresenta
baixo custo e de fécil acesso aos laboratdrios de pesquisa e juntamente com a extracao por ponto
nuvem, tornam o trabalho proposto como uma 6tima alternativa para determinagao de arsénio

em amostras de sedimentos.
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CAPITULO

CONCLUSAO

Os acessorios necessarios para a andlise por injecdo em fluxo sdo facilmente adquiridos
e a cela de atomizagdo € um material durdvel e por isso ndo encarece 0 método, demonstrando

que o procedimento desenvolvido € relativamente simples e de facil operacao.

Com o emprego do planejamento fatorial e a metodologia da superficie de resposta para
a otimizagdo das varidveis, foi possivel verificar quais delas apresentaram efeito significativo
na extracao por ponto nuvem, bem como suas interacdes. Além disso, foi possivel obter as
condig¢des que apresentam melhores resultados com reduzido nimero de experimentos e pouca
geracdo de residuo, permitindo que o método proposto seja empregado na determinacao de
arsénio total e também para andlise de especiacdo, uma vez que a extracao foi quantitativamente

seletiva para As(III).

Com a avaliacdo dos sedimentos coletados antes e apds o acidente com a barragem
de rejeitos de mineragdo, observa-se que houve um aumento da concentragio das espécies de
arsénio apds o acidente, como também foi observado que em alguns pontos a concentragao de
arsénio ja era maior que o limite minimo considerado pela legislacdo nacional para ndo causar
efeitos ao ecossistema aquatico. Isso foi possivel porque o sistema em fluxo combinado a técnica
de geracdo de hidreto apds a extracao por ponto nuvem apresentou aumento expressivo na
sensibilidade com limite de quantificagcdo menor que os valores maximos exigidos pela legislacdo
do Brasil, permitindo que o método proposto seja aplicado para determinar arsénio inorganico

em sedimentos com bons valores de precisdo e com exatiddo aceitavel.
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