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Figura 19.

Cromatograma obtido a partir da amostra diluida 10 vezes em (NH,4),CO3
(a) e (b) cromatograma (a) ampliado 80 vezes. Cromatograma em preto €
referente & amostra diluida 10 vezes, enquanto que o cromatograma em
vermelho corresponde a amostra diluida 10 vezes com adic&o de 0,3 pg I
(como As) de AsB, 0,5 pg I* (como As) de As(lll), 1 pg I'* (como As) de
DMA, 10 pg I'* (como As) de p-ASA e 50 pg I (como As) de As(V). Eluicéo
isocratica com vazdo da fase mével de 1,5 ml min?, em pH 8,7. Programa
de elui¢do: 10 min a 0,0015 mol I'* de (NH,),COs, 10 min a 0,012 mol I'* de
(NH,4)>CO3 e 10 min a 0,02 mol It de (NH4)2CO3. et
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AAS, espectrometria de absorcédo atdmica, do inglés atomic absorption spectrometry

AFS, espectrometria de fluorescéncia atOmica, do inglés atomic fluorescence
spectrometry

As(lll), arsenito

As(V), arsenato

As, arsénio

AsB, arsenobetaina

AsC, arsenocolina

ASE, extracao acelerada com solvente, do inglés accelerated solvent extraction

Cis, grupos octadecil imobilizados sobre silica

ca, corrente alternada, do inglés alternate current

cc, corrente continua, do inglés continuous current

CE, eletroforese capilar, do inglés capillary electrophoresis

CE-ICP-MS, eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado, do inglés capillary electrophoresis-inductively coupled
plasma mass spectrometry

cps, contagens s™

CRM, material de referéncia certificado, do inglés certified reference materials

CVG, geracao quimica de vapor, do inglés chemical vapor generation

CZE, eletroforese capilar de zona, do inglés capillary zone electrophoresis

d.i., diametro interno

cc, corrente continua

DMA, acido dimetilarsénico, do inglés dimethylarsinic acid

DQO, demanda quimica de oxigénio

ECD, detector por captura de elétrons, do inglés electron capture detector

EDTA, acido etilenodiaminotetracético

Eh, potencial redox

EOF, fluxo eletrosmotico, do inglés electroosmotic flow

ES-MS, espectrometria de massa com ionizagdo por electrospray, do inglés
electrospray mass spectrometry

ES-MS-MS, espectrometria de massa tandem com ionizacdo por electrospray, do

inglés tandem electrospray mass spectrometry
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ETV, vaporizacéo eletrotérmica, do inglés electrothermal vaporization

F AAS, espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama, do inglés flame atomic
absorption spectrometry

Fl, injecdo em fluxo, do inglés flow injection

FID, detector por ionizacdo em chama, do inglés flame ionization detector

FI-HG AFS, injecao em fluxo com geracéo de hidretos e detecg¢ao por espectrometria
de fluorescéncia atdomica, do inglés flow injection-hydride generation-atomic
fluorescence spectrometry

FPD, detector fotométrico de chama, do inglés flame photometric detector

GC, cromatografia a gas, do inglés gas chromatography

GC-MS, espectrometria de massa acoplada a cromatografia a gas, do inglés gas
chromatography-mass spectrometry

GF AAS, espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite, do inglés
graphite furnace atomic absorption spectrometry

GLP, gas liquefeito de petréleo

HG, geracéo de hidretos, do inglés hydride generation

HG AAS, espectrometria de absor¢ao atbmica com geracdo de hidretos, do inglés
hydride generation atomic absorption spectrometry

HG AFS, espectrometria de fluorescéncia atbmica com geracdo de hidretos, do
inglés hydride generation-atomic fluorescence spectrometry

HG-LT-GC-ICP-MS, geracdo de hidretos acoplada a cromatografia a gas a baixa
temperatura com detecgdo com espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado, do inglés hydride generation-low temperature-gas
chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry

HPLC, cromatografia a liquido de alta eficiéncia, do inglés high performance liquid
chromatography

HPLC-ES-MS, cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massa com ionizacdo por electrospray, do inglés high performance liquid
chromatography-electrospray mass spectrometry

HPLC-HG AFS, cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de fluorescéncia atbmica com geracédo de hidretos, do inglés high-performance
liquid chromatography-hydride generation-atomic fluorescence spectrometry

HPLC-ICP OES, cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrometria

de emissdo oOtica com plasma indutivamente acoplado, do inglés high-
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performance liquid chromatography-inductively coupled plasma optical emission
spectrometry

HPLC-ICP-MS, cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massa com plasma indutivamente acoplado, do inglés high-performance
liquid chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry

HPLC-UV-HG AAS, cromatografia a liquido de alta eficiéncia com oxidacdo por
ultravioleta acoplada a espectrometria de absor¢cdo atdbmica com geracdo de
hidretos, do inglés high-performance liquid chromatography-ultraviolet-hydride
generation atomic absorption spectrometry

IC, cromatografia de ions, do inglés ion chromatography

IC-ICP-MS, cromatografia de ions com espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado, do inglés ion chromatography-inductively coupled
plasma mass spectrometry

ICP OES, espectrometria de emisséo Gtica com plasma indutivamente acoplado, do
inglés, inductively coupled plasma optical emission spectrometry

ICP-MS, espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, do inglés
inductively coupled plasma mass spectrometry

IUPAC, international union of pure and applied chemistry

LC, cromatografia a liquido, do inglés liquid chromatography

LC-ES-MS, cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massa com
ionizacdo por electrospray, do inglés liquid chromatography-electrospray mass
spectrometry

LC-ICP-MS, cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado, do inglés liquid chromatography-inductively
coupled plasma mass spectrometry

LD, limite de deteccgé&o

LQ, limite de quantificacao

LT-GC, cromatografia a gas a baixa temperatura, do inglés low temperature-gas
chromatography

M*, fon monovalente

M%*, fon divalente

m/z, raz80 massa/carga

MMA, acido monometilarsénico, do inglés monomethylarsonic acid

MO®, ion éxido



XVii

MS, espectrometria de massa, do inglés mass spectrometry

MS-MS, espectrometria de massa em tandem, do inglés tandem mass spectrometry

OD, oxigénio dissolvido

PAA, acido fenilarsénico, do inglés phenylarsonic acid

p-ASA, acido p-arsanilico, do inglés p-arsanilic acid

PEEK, poliéter éter cetona, do inglés polyetheretherketone

PFPD, detector fotométrico de chama pulsada, do inglés pulsate flame photometric
detector

PLE, extracdo com liquido pressurizado, do inglés pressurized liquid extraction

PN, nebulizacdo pneumatica, do inglés pneumatic nebulization

PTFE, politetrafluoretileno

RF, radiofrequiéncia, do inglés radiofrequency

RP-HPLC, cromatografia a liquido de alta eficiéncia com fase reversa, do inglés
reversed-phase high-performance liquid chromatography

rpm, rotacdes por minuto

RSD, desvio padrao relativo, do inglés relative standard deviation

SFC, cromatografia com fluido supercritico, do inglés supercritical fluid
chromatography

SPE, extragdo em fase solida, do inglés solid-phase extraction

SPME, microextracdo em fase soélida, do inglés solid-phase microextraction

ST, sdlidos totais

TMA, ion tetrametilarsénio

TMAO, oxido de tetrametilarsénio

ton, toneladas

USN, nebulizacao ultrasoénica, do inglés ultrasonic nebulization

UV-Vis, ultravioleta-visivel
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RESUMO

Neste trabalho foi proposto o desenvolvimento de um método para a analise de
especiacdo de As solivel em subproduto aquoso do processo de pirdlise do folhelho
betuminoso, envolvendo a separacéo e determinacdo das espécies de As por cromatografia
a liquido acoplada a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-
MS). A separacdo das espécies de As foi feita em uma coluna de troca anibnica.

A amostra foi centrifugada a 10000 rpm por 10 min para separacdo do material
particulado. O sobrenadante foi filtrado a 0,45 um e armazenado sob refrigeracéo a 4 °C até
a analise. No momento da inje¢cdo no cromatégrafo, a amostra foi filtrada a 0,2 um por um
filtro acoplado na seringa. Foi verificado que a melhor condicdo de analise é quando a
amostra é diluida 10 vezes (com a amostra concentrada foi verificado efeito de meméria no
sistema). Para a separacdo das espécies de As foi utilizada uma coluna de troca anibnica
Dionex lonPac” AS14 (250 mm x 4 mm d.i., 9 um de tamanho de particula) e uma coluna-
guarda Dionex lonPac” AG14 (50 mm x 4 mm d.i., 9 pm de tamanho de particula). Para a
separacao adequada das espécies de arsénio foi utilizado carbonato de amdnio [(NH,;),COs3]
como fase médvel, com o seguinte programa de eluicdo no modo isocréatico: 10 min a 0,0015
mol I de (NH,),COs; 10 min a 0,012 mol I'* de (NH4),COs; 10 min a 0,02 mol I'* de
(NH,4),COs. Para a obtencéo das curvas de calibracdo, foram empregadas solugbes mistas
contendo as espécies arsenobetaina (AsB), arsenito (As(lll)), &cido dimetilarsénico (DMA),
acido p-arsanilico (p-ASA) e arsenato (As(V)), as quais séo eluidas nesta ordem. Utilizando
essas condices, foi possivel separar 13 espécies de arsénio na amostra, porém, apenas 3
espécies (As(lll), DMA e As(V)) foram quantificadas. A concentracao de As(lll), DMA e As(V)
determinada em uma amostra do efluente investigado foi de 4,5; 6,9 e 808 pg I,
respectivamente. Tendo-se em vista que ndo havia material de referéncia certificado (CRM)
disponivel, o método foi validado através da recuperacdo dos analitos adicionados na
amostra, sendo que as recuperagdes ficaram entre 93 e 107%. A precisdo do método
também é boa, sendo o desvio padréo relativo (RSD) geralmente inferior a 6%. Os limites de
deteccédo (LD) do método para AsB, As(lll), DMA, p-ASA e As(V) foram de 5, 4, 19, 11 e 57
ng I'', respectivamente. Portanto, o método proposto é adequado para a andlise de
especiacdo de As, para as espécies investigadas, em subproduto aquoso do processo de
pirélise do folhelho betuminoso, apresentando boa exatiddo e robustez, apesar da

complexidade da matriz da amostra.
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ABSTRACT

The development of a method for As speciation in aqueous by-product of pyrolysis
process of foliate bituminous is described in the present work. Arsenic species are separated
by liquid chromatography (LC) coupled to inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS). An anion exchange column was used to separated the As species.

The analyzed liquid samples were centrifuged at 10000 rpm for 10 min, the
supernatant filtered through a 0.45 um pore size filter and then kept at 4 °C until analysis.
Before being inject in the chromatograph, the supernatant was filtered once more through a
0.2 um pore size filter coupled to the syringe. In order to avoid memory effects, the
supernatant was ten-fold diluted before filtration in the syringe. The separation column was of
anion exchange type Dionex lonPac® AS14 (250mm x 4mm i.d., 9 pm particle size). A
Dionex lonPac® AG14 (50mm x 4mm i.d., 9 um particle size) was used as guard column.
Ammonium carbonate ((NH4),CO3) solution was used as mobile phase, according to the
following program: 10 min, 0.0015 mol I'* (NH,),COs; 10 min, 0.012 mol I'* (NH,),CO3 and 10
min, 0.02 mol I'* (NH,),COs. Calibration curves of arsenobetaine (AsB), arsenite (As(lll)),
dimethylarsinic acid (DMA), p-arsanilic acid (p-ASA) and arsenate (As(V)) were obtained
from serial dilution of standards and subsequent mixing. The retention time increased from
AsB, As(lll), DMA, p-ASA to As(V). Although 13 As species were separated and detected,
quantification of only 3 species (As(lll), DMA and As(V)) was possible. The concentrations
found were 4.5, 6.9 and 808 ug I of As(lll), DMA and As(V), respectively. The method was
validated by recovery tests, being the recoveries within 93 and 107%. The limits of detection
(LODs) of AsB, As(lll), DMA, p-ASA and As(V) were, 5, 4, 19, 11, 57 ng I, respectively,

while the relative standard deviation (RSD) was typically bellow 6%.



1. INTRODUCAO

Até recentemente, a maioria das medidas analiticas estavam relacionadas
com a determinacéo do conteudo total de um elemento especifico na amostra (tanto
de elementos toxicos como de elementos necessarios ou essenciais aos organismos
vivos). Contudo, foi constatado que esta informacdo ndo era suficiente, pois
investigacdes bioquimicas e toxicoldgicas tém mostrado que, para organismos Vvivos,
a forma quimica de um elemento especifico, ou 0 estado de oxidacdo em que o0
elemento é introduzido no meio ambiente, é de suma importancia.*

Muitos compostos de arsénio estdo presentes no ambiente e em sistemas
bioldgicos. A toxicidade é dependente das espécies quimicas,’ sendo que o estado
pentavalente (arsenato) € menos toxico que o estado trivalente (arsenito). Além
destes, outros estados de oxidacdo e diversos compostos organometalicos de As
podem ser gerados por oxidacdo quimica e microbiologica, reducdo e reacdes de
metilacdo.® Entretanto, a toxicidade desses compostos é bem variavel.

O arsénio esta amplamente distribuido na crosta terrestre, solos, sedimentos,
agua, ar e organismos vivos, sendo que a concentracdo de arsénio em rochas
igneas e sedimentares, por exemplo, é de aproximadamente 2 mg kg™. O arsénio
ocorre naturalmente em mais de 200 formas minerais diferentes, onde 60% s&o
arsenatos, 20% sé&o sulfatos e sulfosais e os 20% restantes incluem arsenitos,
oxidos, silicatos e arsénio elementar, mas somente algumas dessas formas séo
encontradas em quantidades significantes.® Outras fontes de ocorréncia natural do
arsénio sdo os combustiveis fosseis, tanto no petroleo, carvao e xisto. Os produtos
gerados do processo de pirélise do folhelho betuminoso, como o 6leo, bem como
seus subprodutos, como a agua sulfo-amoniacal, possuem tracos de compostos
organicos, metais e nado-metais, que podem ser potencialmente toéxicos ao meio

ambiente.
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As técnicas utilizadas para a detec¢do das espécies de arsénio no ambiente e
em amostras bioldgicas em geral, devem ser sensiveis e seletivas. A espectrometria
de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) tem se tornado uma
técnica de deteccédo favoravel, por possuir uma alta sensibilidade, capacidade multi-
elementar e pode ser combinada com as técnicas de separacdo comumente
empregados para a andlise de especiacdo.*

Outra técnica comumente empregada na especiacdo de arsénio é a
espectrometria de absorcdo atdbmica com geracdo de hidretos (HG AAS), que
permite obter bons limites de deteccdo.® Entretanto, nem todas as espécies de
arsénio formam hidretos e técnicas de decomposi¢cdo sdo usualmente requeridas,
dificultando a analise.? Em resumo, para a andlise de especiacdo, geralmente, é
necessario o emprego de duas técnicas. Uma para a separacdo das espécies de
interesse e outra para as suas medi¢cbes. As técnicas de separacdo e deteccao
utilizadas na determinacao de arsénio sao dependentes do procedimento de preparo
da amostra utilizada. A instabilidade das espécies durante a amostragem,
armazenamento e pré-tratamento da amostra sdo importantes e devem ser
consideradas.

Tendo-se em vista a crescente necessidade do conhecimento das diferentes
espécies do elemento nos diferentes meios, neste trabalho foi proposto o
desenvolvimento de um método para a especiacdo de As em subproduto aquoso do
processo de pirdlise do folhelho betuminoso. O método proposto envolve a
separacdo e quantificacdo das espécies de As com um sistema de cromatografia a
liquido (LC) acoplada a técnica de ICP-MS.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ARSENIO

O arsénio (As) é um nao-metal amplamente distribuido na crosta terrestre, e
pode existir nas valéncias -3, 0, +3 e +5. Em ambientes fortemente redutores,
arsénio elementar e arsina (AsH3;) podem ser encontrados. Em condi¢des
moderadamente redutoras, arsenito (AsO;) possivelmente é a forma dominante,
mas arsenato (AsO,*) é geralmente o composto mais estavel em ambientes
oxidantes.’

Arsénio e seus compostos ocorrem na forma cristalina, vitrea ou amorfa.
Geralmente, em quantidades de traco (na ordem de pg I, pg g*, pg m™ ou inferior)
em rochas, solos, agua e ar. Porém, as concentragfes podem ser mais altas em
certas areas como resultado de atividades antropogénicas, como queima de
combustiveis fosseis, producdo de fertilizantes e detergentes contendo fosfato, uso
de pesticidas a base de As e emissdes vulcanicas. Os sais de arsénio, por sua vez,
exibem uma ampla faixa de solubilidade em agua, dependendo do pH e do ambiente
i6nico.”

Sob condicbes oxidantes e aeradas, a forma de arsénio predominante na
agua e solo € o arsenato. Sob condicdes redutoras (< 200 mV), arsenito pode ser a
forma de arsénio predominante. A taxa de conversdo é dependente do potencial
redox (Eh) e pH, bem como outros fatores fisicos, quimicos e biolégicos.’

Em valores de Eh moderados ou elevados, arsénio pode ser estabilizado em
uma série de oxianions pentavalentes, tais como 0 HzAsO., H,AsOs, HAsO,* e
AsO,>. Porém, sob condicbes muito redutoras (Acidas e levemente alcalinas)
arsenito é a forma predominante.®?

A arsenopirita (FeAsS) e trisulfeto de arsénio (As,S3) sdo as formas mais
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comuns de arsénio em minerais, podendo estar associado com diversos tipos de
minerais, especialmente na forma de sulfetos.® A habilidade do arsénio em ligar-se
ao enxofre faz com que o arsénio esteja, em muitos casos, associado a minerais que
contenham este elemento. Associado a ocorréncia destes minerais, o teor de As em
solos nestas regides podem alcancar niveis elevados, da ordem de 100 mg kg™, ou
superiores.®

Além dos compostos inorganicos de As formados no meio ambiente, este
elemento pode formar diversos compostos organicos, sendo o0s acidos
monometilarsénico (MMA) e dimetilarsénico (DMA) as formas mais comuns.”

A concentracdo natural de arsénio em aguas de superficie e subterraneas
esta4 na faixa de 1 a 10 pg I™*. Entretanto, em organismos marinhos acumulam-se
(por mecanismos de bioacumulacdo) quantidades consideraveis de arsénio
organico.’

O arsénio elementar (As®) é comercialmente produzido pela reducéo do As,Os3
(obtido como subproduto da fundicdo de alguns metais) com carvdo e é ainda
amplamente utilizado na fabricag@o de pesticidas, vidros, industria quimica, industria
de semicondutores, catalisadores, preservantes de madeira e na medicina.>®

O arsénio esta distribuido por toda crosta terrestre, nos solos, sedimentos,
agua, ar e organismaos Vivos.

SOLO: a presenca de arsénio € dependente de fatores como clima e
componentes organicos e inorganicos presentes no solo, os quais podem influenciar
no potencial redox. E encontrado principalmente na forma inorganica, mas podem
existir espécies na forma organica.>

AGUA: geralmente a concentracdo de arsénio em aguas naturais é baixa e o
limite aceitavel é de no maximo 10 ug I*.°> Na &4gua do mar, a concentracéo pode
variar entre 1 e 8 pg I, onde podem ser encontradas espécies como As(Ill), As(V),
oxidos de tetrametilarsénio (TMAO), arsenocolina (AsC), arsenobetaina (AsB) e
arsénio ligado a lipidios.® Espécies como (As®) e (AsHs) sdo raras em ambientes
aguaticos.

AR: o arsénio esta predominantemente adsorvido no material particulado
contido no ar, estando presente principalmente na forma de arsenito e arsenato.’

ORGANISMOS VIVOS: o As pode acumular nos tecidos de animais e

vegetais, sendo a quantidade acumulada dependente da quantidade na qual o

organismo é exposto, formas do elemento, tempo de exposicéo, entre outras.®
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Os seres humanos podem estar expostos a uma série de diferentes formas de
arsénio organico e inorganico provenientes dos alimentos, 4gua e meio ambiente em
geral. Cada forma de arsénio tem diferentes propriedades fisico-quimicas e
biodisponibilidade, o que dificulta o estudo da cinética e metabolismo dos compostos
de arsénio em animais e humanos.?

O ser humano, quando exposto a compostos inorganicos de arsénio (através
da ingestdo de agua, por exemplo) por tempo prolongado, pode ter como resultado
varias doencas como conjuntivite, hiperqueratose, hiperpigmentacdo, doencas
cardiovasculares, disturbios no sistema nervoso central e vascular periférico, cancer
de pele e gangrena nos membros.® As rotas de entrada do arsénio no organismo
podem ser através das vias respiratoria (poeira e fumaca), oral (dgua e alimentos) e,
ocasionalmente, dérmica. O acumulo de arsénio pode ocorrer, principalmente, na
pele, cabelo e unhas, e a forma de excrecdo se da pela urina, fezes e, em menor
quantidade, pelo suor.?

A toxicidade do arsénio depende, principalmente, da forma quimica e do
estado de oxidacdo e, também, de outros fatores como estado fisico (gas,
dissolvido, tamanho de particulas de p6 ao qual esta adsorvido), taxa de absorcéo
na célula, taxa de eliminacdo e natureza quimica dos substituintes no composto de
As.® A toxicidade dos principais compostos de arsénio decresce na ordem AsH; >
As(Ill) > As(V) > acidos alquil-arsénio > compostos de arsénio > As®.®° O arsenito é
cerca de sessenta vezes mais toxico que o arsenato, e 0S compostos inorganicos
sd0 cem vezes mais toxicos que as formas metiladas de As (MMA e DMA).*
Espécies como arsenobetaina (AsB) e arsenocolina (AsC) séo relativamente pouco

toxicas.'>*? Na Fig. 1 esta apresentado o ciclo biogeoquimico do arsénio.
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Figura 1. Ciclo biogeoquimico do arsénio (adaptado de Wood™).

Na Fig. 2 estdo representadas as espécies de arsénio (organico e inorganico) mais

comumente encontradas no ambiente.
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Figura 2. Estrutura quimica dos compostos de arsénio mais comuns no ambiente.®*

2.2. ANALISE DE ESPECIACAO

Ha alguns anos, a maioria das analises elementares estava relacionada a
determinacdo da concentracdo total do elemento na amostra, ou seja, a grande
maioria dos métodos analiticos permitia ao analista determinar somente a

concentracdo total. Porém, com o decorrer do tempo se percebeu que esta
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informag&o, em muitos casos, néo era suficiente. Isto foi devido, principalmente, em
funcdo de investigacfes bioquimicas e toxicoldgicas, as quais mostraram que, além
da concentracdo total de muitos elementos, a sua forma quimica e o seu estado de
oxidacdo sao de fundamental importancia. Portanto, para obter informacdes sobre a
atividade de um elemento especifico, particularmente para espécies em contato com
organismos vivos, é necessario gue sejam determinadas, além da quantidade total
do elemento, as formas quimicas e fisicas individualmente.*

De acordo com a definicdo dada pela International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC),™ o termo “especiacéo” é definido como sendo a distribuicdo de
diferentes espécies quimicas de um elemento em uma amostra, enquanto que o
termo “andlise de especiacdo” é definido como um processo que conduz a
identificacdo e determinacdo de diferentes formas quimicas e fisicas de um
elemento existente em uma amostra.®

Desta forma, a andlise de especiagdo possui aplicacbes em diversas areas,
tais como:*’

e estudos de ciclos biogeoquimicos de elementos quimicos;

» avaliacdo da toxicidade e ecotoxocidade relativa de elementos especificos;
» controle de qualidade de produtos alimenticios;

» controle de medicamentos e produtos farmacéuticos;

» controle de processos tecnolégicos;

* estudo de exposi¢céo ocupacional,

+ analises clinicas.

2.2.1. Andlise de especiacédo de arsénio

O método adequado para a analise de especiacdo é aquele em que a
informacado desejada é obtida sem alterar a espécie original do elemento contido na
amostra. Por esta razdo, estudos envolvendo a analise de especiacdo de arsénio em
amostras biologicas e ambientais vem despertando grande interesse em funcao da
toxicidade e biodisponibilidade de algumas espécies. Devido as baixas
concentracbes de espécies de arsénio naturalmente encontradas, a analise de
especiacdo € mais problematica para este elemento. Entre elas pode-se citar a

instabilidade das espécies durante a amostragem, o armazenamento e o tratamento
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da amostra, a incompleta recuperacdo das espécies, as interferéncias de matriz na
etapa da medi¢do dos analitos, a falta de CRM apropriados e a falta de métodos
apropriados para a extracdo dos analitos da amostra (para 0 caso de amostras
sélidas).® Como a toxicidade do As depende das espécies quimicas, houve a
necessidade de aperfeicoar as técnicas analiticas convencionais para melhor
compreensdo da biogeoquimica, toxicidade e metabolismo do elemento. Essas
técnicas devem fornecer informacdes com relacdo a exposicdo e ao ciclo natural do
As no ambiente, bem como ajudar a avaliar o impacto ambiental e os riscos a saude.
Em parte, a sensibilidade da técnica de deteccdo é um fator muito importante.?

Na maioria dos casos, a andlise de especiacdo de compostos de As tem sido
feita com o uso de técnicas hifenadas, combinando uma técnica de separacao das
espécies com um método de deteccdo.™®

Porém, ha inameros fatores que podem afetar os resultados, e devem ser
observados, durante a analise de especiacdo da maioria dos elementos. Um dos
fatores mais importantes é a condicdo redox da amostra, que ndo somente
determina o estado de oxidac&o de alguns elementos, mas também pode influenciar
a biodisponibilidade e toxicidade do elemento. Por exemplo, Fe(ll) e Mn(ll) séo
solaveis em guas naturais com baixa concentracdo de oxigénio. Em outros casos, a
foto-reducédo pode ser um fator importante, e mudancas no pH podem afetar o
equilibrio acido-base e as condicées redox.?°

Sendo assim, a andlise de especiacdo envolve um complexo esquema, mas
consiste, de uma maneira ou outra, em uma etapa de separagdo seguida da

determinacado do elemento nas diferentes fragées.®

2.3. AMOSTRAGEM, PRESERVACAO E PREPARO DE AMOSTRAS

Um requisito para obtencédo de informacfes exatas das espécies de arsénio,
estd em manter a concentracdo e a forma quimica das espécies originais durante o
preparo da amostra. Manter a forma quimica do elemento durante a amostragem e o
preparo da amostra é, sem duvida, um dos maiores desafios da andlise de
especiacdo. Contaminacdo, representatividade da amostra, possibilidade de
precipitacdo dos analitos e o efeito de adsorcdo dos analitos na parede do recipiente

que contém a amostra sdo, também, preocupacfes adicionais na andlise de
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especiacdo. Normalmente, métodos brandos de extracdo devem ser empregados
para reduzir o risco de alteracbes das espécies. Por exemplo, na especiacdo de
arsénio pode ocorrer facilmente a oxidacdo de algumas espécies durante o preparo
da amostra.?*?* Alguns dos procedimentos propostos na literatura para o preparo de

amostras para especiacao de As serdo enumerados a seguir.

2.3.1. Amostras solidas

A extracdo de espécies de arsénio de materiais solidos (sedimentos, solos,
plantas ou tecidos bioldgicos) geralmente € uma das etapas mais criticas, uma vez
que € nesta etapa que pode ocorrer a degradacdo ou a transformacédo das suas
espécies.”® De maneira geral, o processo de preparo da amostra na andlise de
especiacdo de As em materiais soélidos inicia com a etapa de homogeneizacéo. A
extracdo dos analitos, que € normalmente considerada a etapa mais critica,
geralmente envolve o uso de uma grande variedade de solventes de alta pureza,
gue entre 0s mais comuns podem ser citados a agua, metanol, misturas de
agua:metanol, agua:metanol:cloroférmio, entre outros. Estes extratores ndo devem
alterar as espécies de As presentes originalmente na amostra.?

* Solos e sedimentos: a especiacdo de arsénio neste tipo de matriz €,
frequentemente, fundamentada no uso de processos de lixiviagdo, e as espécies
predominantes sdo As(lll) e As(V).'® Para a extracdo das espécies de arsénio em
solo ou sedimento tem sido propostos métodos de extracdo baseados no emprego
de solucées de cloridrato de hidroxilamina (NH,OH.HCI),** Na,CO3; e NaHCOs; em

25,26 27
H, |

diferentes valores de p metanol?’ e &cido fosférico diluido.?®*° Apesar da

oxidacdo parcial do As(lll), alguns autores utilizam o &cido fosférico com
aquecimento por radiacdo microondas a baixa poténcia.®3*

* Vegetais e alimentos: alguns estudos foram feitos envolvendo a extragao de
arsénio inorganico de cenoura utilizando extracéo acelerada com solvente (ASE)* e,
também, radiacdo microondas,* sendo que a eficiéncia de extracdo para ambos 0s

casos é entre 80 a 102%. Broeck et al.*®

estudaram a especiacado de arsénio em
feijdo recém germinado em substrato contaminado com arsenito e arsenato. Os
autores observaram que o arsénio acumulou-se nas raizes na forma de arsenito e

nas folhas, em grande maioria, na forma de arsenato. B’Hymer e Caruso®’
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propuseram a especiacdo de As(lll), As(V) e DMA em macad com o auxilio de
sonicagdo, que além de promover a homogeneizacdo da amostra, demonstrou ser
um método rapido e facil para a extracdo destes jons. P'Martinez et al.*® fizeram
extracdo enzimatica de espécies de arsénio em comida para bebé&, comprovando a
eficiéncia do uso da tripsina. Entretanto, somente AsB foi detectada neste material.

Pizarro et al.>®

avaliaram a eficiéncia de extracdo das espécies As(lll), As(V), MMA,
DMA, AsB e AsC em solo usando &cido fosférico (HsPO4 1 mol I'* como extrator) e
arroz, frango e peixe utilizando agua ou mistura metanol:agua como extrator. Neste
trabalho, relataram que a mistura metanol:agua (1:1) foi a mais eficiente na extragédo
das espécies, apds trés extracdes consecutivas. A recuperacdo foi em torno de
100%, exceto para as amostras de frango, onde a extracdo foi proxima de 75%. No
solo, a recuperacdo das espécies de As ficou em torno de 82%, com apenas um
ciclo de extracdo com HsPO, 1 mol I, Observaram que as espécies As(lll), As(V),
MMA e DMA, apds o processo de extragdo das amostras de arroz, permaneceram
estaveis por até 3 meses. As espécies extraidas das amostras de tecido de frango,
apresentaram estabilidade de 2 meses em qualquer mistura metanol:agua. A AsB
extraida das amostras de peixe foi mais estavel quando foi utilizado um volume
maior de metanol na mistura metanol:agua. Nas amostras de solo, as espécies MMA
e DMA permaneceram estaveis por até 3 meses, mas o As(lll) foi gradualmente
oxidado a As(V).

» Materiais biolégicos de origem marinha: animais marinhos de quase todas as
espécies contém em seus 0rgaos, arsénio na forma de espécies organometalicas. A
AsB € o composto majoritario em animais marinhos e arsenoaculcares e arsenato
sdo as espeécies dominantes em algas marinhas. Para a extracdo de espécies
inorganicas ou polares é recomendado o emprego de agua como extrator. Por outro
lado, para a extracdo de espécies organicas ou menos polares, o recomendado &
que se utilize metanol.?®

Um dos métodos de extracdo de espécies de arsénio empregado para algas
marinhas € a ASE, a qual opera a temperatura e pressdes elevadas e utiliza
pequena quantidade de amostra.?* Porém, foi observado que esta metodologia levou
a baixas recuperacdes dos analitos. A quantificacdo e a confirmacao estrutural das
espécies de As foram feitas com o emprego da LC-ICP-MS e cromatografia a liquido
acoplada a espectrometria de massa com ionizacéo por electrospray (LC-ES-MS).*

A composicao do solvente e a massa de amostra utilizada sao fatores significativos
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no desempenho do método, bem como a temperatura e o tempo de extracdo podem
exercer certa influéncia.® Mistura metanol:agua foi utilizada para extrair espécies de
arsénio de frutos do mar com auxilio de sonicacdo.*** Procedimentos de “limpeza
da amostra” (clean up) utilizando colunas (cartuchos) contendo silica recoberta com

43

grupos Cig™ e cartuchos contendo resina de troca catidénica Dowex®** foram

empregados para a remocao de lipidios e gorduras dos extratos das amostras.

Procedimentos utilizando extracdo assistida por microondas,**°

empregando uma
mistura metanol:dgua tem mostrado ser um método simples e eficiente para
extracdo de espécies de As de tecido de peixe*’ e outros tecidos animais.*”® Para a
extracdo das espécies de As utilizaram uma baixa poténcia (50 a 75 W) da radiacao
microondas por um periodo de tempo entre 5 e 10 min. Desta forma, obtiveram

4849 também tem sido

recuperagéo de 85%. Procedimentos de extracdo com Soxhlet,
utilizados para extracdo de espécies de arsénio em frutos do mar. Este tipo de
extracdo € muito utilizado para extracdo de espécies organometalicas,
especialmente aquelas com alta volatilidade.*

Métodos utilizando &cidos fortes vém sendo utilizados desde 1970 para a
extracdo de diversos elementos de amostras biologicas e ambientais. Normalmente,
o acido nitrico (HNO3) concentrado é usado para a decomposicdo de amostras
sélidas, mas as vezes, misturas de HNO3, acido sulfarico (H,SO,), acido cloridrico
(HCI), acido perclérico (HCIO,), entre outros, sdo empregados. Porém, na maioria
das vezes, estes procedimentos ndo permitem que se obtenham informacfes das
espécies presentes na amostra, uma vez que neste processo ocorre a degradacao
das espécies. Entretanto, acidos diluidos podem ser usados como extratores de
espécies quimicas a partir de materiais biologicos empregando-se condi¢cdes
especiais, mas solventes como o tolueno, metanol e outros sdo, geralmente, mais

adequados.®

2.3.2. Amostras liquidas

Geralmente, o primeiro passo na analise de especiacdo € a coleta da
amostra, sendo que a preservacdo das espécies também deve ser considerada
nesta etapa. Além disso, cuidados devem ser tomados no sentido de evitar perdas

do analito devido a possibilidade de adsor¢cdo nas paredes dos frascos usados para
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armazenagem da amostra ou devido a volatilizacdo.*

Para minimizar problemas relacionados com a contaminacdo da amostra, a
descontaminacdo dos recipientes e outros materiais usados em seu manuseio €,
frequentemente, feita com HNOj;. Entretanto, uma das principais desvantagens do
uso deste procedimento é que qualquer residuo de &cido pode causar a oxidacao
das espécies de arsénio presentes na amostra. Por essa razéo, geralmente, acidos
nao oxidantes devem ser empregados na descontaminacdo e preservaciao de
amostras para andlise de especiacéo.?

Na escolha dos recipientes para armazenamento da amostra, os de
polietileno ou politetrafluoretileno (PTFE ou Teflon®) sdo preferidos aos de vidro,
pois ha menor absorcdo de espécies inorganicas e organometalicas.® Frascos de

°152 & nolicarbonato®® também podem ser utilizados.

polipropileno

A degradacédo de amostras por bactérias pode levar a conversdo do arsénio
inorganico para formas metiladas. Para tal, o congelamento da amostra como forma
de armazenamento, geralmente, minimiza qualquer tipo de degradacao por bactérias
ou enzimas, bem como possiveis perdas por volatilizagdo.?

A acidificacdo da agua, ou outro tipo de amostra liquida, € uma pratica
comum para evitar processos de adsorcdo dos analitos. Porém, este procedimento
ndo é recomendado para a preservagdo de amostras que contenham espécies
organometalicas, pois elas podem ser degradadas nestas condi¢gfes. Além disso,
cuidados devem ser tomados quanto ao tipo de acido para a preservacao de
amostras, em vista da possibilidade de interferéncias nas etapas subsequentes da
andlise. Por exemplo, se a medicdo de arsénio for feita por ICP-MS, o emprego de
acido cloridrico torna-se inadequado devido a interferéncia espectral causada por
fons poliatdmicos, tais como ArCl*. %>
Diversos métodos tem sido propostos para tentar preservar a distribuicdo das

. estudaram o

espécies de arsénio em amostras aquosas.? Neste sentido, Hall et a
comportamento das espécies As(lll) e As(V) adicionadas em amostras de agua
deionizada e de agua de rio. Neste trabalho foi observada a reducédo de As(V) para
As(Ill) em poucos dias. Investigacdes feitas por Edwards et al.*® utilizando &cido
ascorbico e HCI como preservantes, em agua de alta pureza, evidenciaram que
ambos os acidos mantiveram a concentracdo original de As(lll) e As(V) por um
periodo de até 28 dias.

Dificuldades podem surgir na preservacao de espécies de As em aguas ricas
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em ferro. Em amostras de agua potavel ricas em Fe(lll), espécies soluveis de
arsénio podem formar precipitados insoliveis com ferro. A formacdo desses
precipitados resulta na diminuicdo da concentracdo de arsénio na solucéo, afetando
a exatiddo da anélise de especiac&o.?

.5" adicionaram acido

Na tentativa de contornar esse problema, Gallagher et a
etilenodiaminotetracético (EDTA) em amostras de agua para diminuir a formacéo de
precipitados com ferro. O EDTA complexa o Fe e inibe a precipitacao,
consequentemente, mantendo a concentracdo das espécies de As(lll) e As(V) por
um periodo de até 10 dias.

Amostras com concentracdo de As(lll) e As(V) entre 0,5 e 1 mg I, e
armazenadas sob refrigeracdo (4 °C), apresentaram estabilidade por 21 dias. Apos
29 dias as espécies de As ja sofreram uma pequena transformacdo (oxidacdo do
As(lll) e reducao do As(V)). Por outro lado, amostras com altas concentragdes de
arsénio (20 mg I* ou mais) podem ser armazenadas a temperatura de 25 °C sem
perda significativa das espécies. Porém, em solu¢cdes com baixas concentracdes de
As, foram observadas transformacdes (oxidacao do As(lll) e reducao do As(V)) apos
uma semana.®

Alguns autores recomendam o congelamento de amostras aquosas a
temperaturas na ordem de -20 °C, afirmando ser a melhor maneira de preservacao
das espécies de As.”® Estudos com diferentes temperaturas de armazenamento
foram feitos por Lindemann et al.>® Foram avaliadas temperaturas de -20, 3 e 20 °C
para a preservacdo de espécies de arsénio (As(lll), As(V), MMA, DMA, &cido
fenilarsénico (PAA) e AsB) em solucédo. Os melhores resultados obtidos foram para
temperaturas de cerca de 3 °C, e os piores resultados para temperaturas de -20 °C.
Ou seja, parece que ndao ha um consenso quanto ao uso deste procedimento de
preservacao de espécies em meio aquoso.

Métodos para separacéo das espécies inorganicas in situ imediatamente apos
a amostragem tém sido utilizados e recomendados por muitos autores. Neste

sentido, Le et al.®°

utilizaram cartuchos de fase-sélida (com trocador catiénico forte e
trocador anidnico forte) para especiacdo de arsénio em material particulado e
arsénio soluvel. Os autores filtraram (em filtro com diametro de poro de 0,45 um) a
amostra e um volume conhecido da mesma foi passado por uma coluna contendo
resina de troca anibnica forte. O arsénio particulado é retido pelo filtro, e o cartucho

com resina de troca anidnica retém o As(V). As espécies de As(lll) ndo sao retidas e
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determinadas no efluente. O As(V) retido no cartucho de troca anibnica &,
subsequentemente, eluido com HCI 1 mol I"* e quantificado.

Geralmente, os compostos metilados de arsénio sdo mais estaveis que
compostos inorganicos, tanto em amostras de agua quanto em amostras de
urina.”®®! Neste sentido, Palacios et al.® estudaram a estabilidade das espécies
As(V), MMA, DMA, AsB e AsC armazenadas a -20 °C. Essas espécies, adicionadas
em agua deionizada, permaneceram estaveis por um periodo de até 67 dias. O
mesmo comportamento foi observado para MMA, DMA e AsB, em urina.

Huang e ligen®® estudaram o efeito da adicdo de EDTA em amostras de agua
de chuva. As espécies de arsénio (As(lll), As(V), MMA, DMA, AsC e AsB)
permaneceram estaveis durante uma semana quando armazenadas ao abrigo da
luz.

Sanchez-Rodas et al.®®

utilizaram trés procedimentos de preservacdo de
amostras liquidas a partir da adicdo de EDTA 0,25 mol I'* e clean-up in situ com uma
resina de troca catidnica para reduzir a concentracdo de metais e evitar a co-
adsorcdo do As com precipitados de Fe. O meétodo proposto baseia-se na
acidificacdo da amostra com HCI 6 mol I'* seguido de clean-up in situ com resina de
troca catibnica, para a preservacao das espécies As(lll), As(V) e DMA em amostras
de efluente acido de mineracdo. As amostras foram armazenadas a temperaturas de
-18, 4 e 20 °C. O metodo baseado na acidificacdo da amostra com HCI,
armazenamento a -18 °C e clean-up in situ com resina de troca catiénica minimizou
0s problemas de interferéncia causadas por cations metalicos (como o Fe) e permite
preservar a amostra por até 48 horas.

Daus et al.®

investigaram a estabilidade das espécies As(lll) e As(V) em
amostras liquidas contendo alta concentracdo de Fe (acima de 15 mg ) e
concentracdo total de arsénio acima de 2 mg I'*. Os autores utilizaram cinco formas
de tratamento das amostras. Um tratamento consistiu da filtracdo da amostra com
membrana de acetato de celulose (0,45 um). As quatro amostras restantes nao
foram filtradas, sendo adicionados, separadamente, 10 mg I* de nitrilotriacetato
(NTA), 0,01 mol I'* de &cido acético (HAc), 0,01 mol I* de &cido fosférico (HsPO,) e
0,01 mol I'* de HCI. Em todos os estabilizantes foi borbulhado hélio para eliminacéo
do oxigénio, com o objetivo de minimizar os efeitos de oxidacdo. A melhor
estabilizacao para As(lll) (recuperacédo em torno de 96%) foram observados com o

uso de H3PO, e refrigeracdo, onde foi observada que nédo ha alteracdo do As(lll)



Reviséo Bibliografica 16

num periodo de uma semana, tanto para altas como para baixas concentracdes do
elemento.

Hall et al.>®

também avaliaram a estabilidade das espécies inorganicas de
arsénio em agua deionizada (adicionada dos analitos) e agua de rio. Avaliaram,
como preservantes, solucdes a 0,1% (v/iv) de HNO3; ou HCl. Para as amostras
armazenadas a temperatura ambiente (22 °C), a estabilidade foi de no maximo 2
dias, havendo a reducdo de, praticamente, 100% do As(V). Foi verificado que a
reducdo da concentracdo de As ndo é devido a precipitacdo ou adsor¢ao no frasco,
e sim pela conversédo para o estado de valéncia (lll). As solucdes estocadas sob
refrigeracdo ndo apresentaram variacdo na concentracdo durante um periodo de até
11 dias. Observaram que uma transformacdo quantitativa do As(V) para As(lll)
ocorre entre 48 e 72 horas para amostras contendo 1 g I'*. Entretanto, em solucdes
com 20 pg I ha conversdo de somente 50% do As(V) neste mesmo periodo.

Jokai et al.>®

observaram que MMA e DMA, em concentracdes entre 0,01 e 10
ug I, permaneciam estaveis durante 5 a 6 meses em agua a temperatura ambiente.
Ja as espécies As(Ill) e As(V) em concentracdes de 0,5 a 20 mg I* (em agua)
permaneciam estaveis por até 4 semanas, se armazenadas a temperatura de 4 °C e
em recipientes de vidro.

1.5* avaliaram os efeitos de

Em outro estudo sistematico, Feldmann et a
diferentes temperaturas de armazenamento e o uso de aditivos na estabilidade das
espécies As(lll), As(V), MMA, DMA e AsB em urina in natura e, também, em
amostras que sofreram adicdo das espécies de As. As amostras de urina puderam
ser estocadas a baixas temperaturas (4 e -20 °C) por 2 meses, sem mudanca
substancial na concentracdo das espécies. Para longos periodos de
armazenamento, a estabilidade das espécies de arsénio varia de acordo com a
matriz da amostra. Segundo os autores, o uso de aditivos como, HCI, azida de sédio
(NaNs3), cloreto de benziltrimetilaménio (C1oH1sNCI.H,0), acido benzéico (C;HgO2),
cloreto de cetilpiridina (C,;H3sNCI.H,O) e metanol, nédo influenciou na estabilidade
das espécies na urina. A adicdo de HCI 0,1 mol I* s amostras, causou algumas

mudancas na concentragdo das espécies inorganicas de arsénio.

2.4. TECNICAS DE SEPARACAO E DETECCAO
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Muitos dos métodos de especiacdo baseiam-se em uma etapa de separacdo
combinada com uma etapa de deteccdo. A escolha do método de separacdo
adequado depende, principalmente, de propriedades fisico-quimicas, como
volatilidade, carga e polaridade das diferentes espécies, sendo que as vezes faz-se
necesséria a utilizacdo de dois ou mais métodos de separagdo. A escolha de uma
técnica adequada de deteccdo dependerd, principalmente, da concentracdo das
espécies presentes na amostra.®® Desta forma, a seguir serdo citadas algumas das
técnicas de separacdo e deteccdo comumente empregadas, dando-se énfase

aquelas empregadas para a especiagado de As.

2.4.1. Técnicas de separacao

Técnicas cromatogréficas, tais como cromatografia a gas (GC), cromatografia
a liquido de alta eficiéncia com fase reversa (RP-HPLC), cromatografia com fluido
supercritico (SFC) e cromatografia ions (IC), atualmente estdo sendo amplamente
utiizadas na analise de especiacdo de arsénio. Entre as véarias versbes de
eletroforese capilar (CE), e a eletroforese capilar de zona (CZE) também tem sido

comumente utilizadas para especiacdo de arsénio.>*?

2.4.1.1. Cromatografia a gas

Cromatografia a gas € utilizada para especiacdo de compostos
organometalicos que sao volateis na temperatura de trabalho da técnica e, assim,
aplicada para a especiacdo de compostos organicos de arsénio. Espécies nao
volateis de arsénio devem ser convertidas em espécies volateis por processos de
derivatizacdo. A GC é amplamente empregada na analise de especiacédo de arsénio
devido a seu desenvolvimento e o uso de colunas com um alto poder de separacéo.
O acoplamento da GC a detectores com ionizagdo em chama (FID), captura de
elétrons (ECD), fotometria de chama (FPD), espectrobmetros de massa com plasma
indutivamente acoplado, espectrometros de absorcdo atbmica, espectrdmetros de
emissao atdmica com plasma indutivamente acoplado etc., tornam esta técnica uma

ferramenta muito utilizada na andlise de especiacdo. A separagdo de arsénio por GC
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€ controlada por uma série de parametros, destacando-se entre 0s mais
importantes, a natureza da fase estacionaria (coluna), temperatura da coluna, injetor
e detector, derivatizac&o, volume de injecdo e sensibilidade do detector.?®

Schoene et al.®®

converteram varios halogénios, Oxidos e hidroxidos de
compostos organicos de arsénio em seus tioarsenitos correspondentes por reacao
com &cido éster metil tioglicélico (TGM). Os rendimentos e as estruturas quimicas
dos derivados do TGM foram avaliados pelo acoplamento do cromatografo a gas
com um espectrémetro de massa ou um espectrometro de emissao atdbmica.

Mester e Pawliszyn®’ determinaram as espécies MMA e DMA em urina
humana com auxilio da técnica de microextracdo em fase sélida (SPME) e deteccao
por espectrometria de massa acoplada a cromatografia a gas (GC-MS). Os limites
de deteccdo para MMA e DMA, foram de 0,29 e 0,12 pg I, respectivamente, e a
faixa linear foi de 1 a 2000 pg I™*. Os autores relataram, também, a possibilidade de
fazer a extracdo in situ, pois ndo observaram mudanga na concentracdo das
espécies em um periodo de 2 horas. O tempo necessario para a separacao foi
inferior a 12 min.

Griiter et al.®® desenvolveram uma técnica para especiacéo de compostos de
arsénio (AsHsz, MMA, DMA, (CHj3)3As e (CeHs)AsHy), entre outras espécies de alguns
elementos (Bi, Ge, Hg, I, Mo, Pb, Sh, Se, Sn, Te e W) em solo proveniente de
depdsitos de lixo doméstico. Para as determinagbes, os autores fizeram o
acoplamento entre as técnicas de geracdo de hidretos (HG), GC a baixa temperatura
(LT-GC) e ICP-MS. O limite de deteccéo (LD) absoluto foi inferior a 0,7 pg para todos
os elementos. O mesmo grupo de pesquisadores® utilizou o acoplamento (HG-LT-
GC-ICP-MS) para a determinagdo de algumas espécies de arsénio (AsHz, MMA,
DMA e (CHj3)3As) e de espécies de Ge, Hg, Sb, Se e Sn em urina humana ap6s o
consumo de peixe. Os limites de detec¢&o obtidos foram na faixa de 2 a 12 pg I

Um meétodo para especiacao de arsénio utilizando SPME para derivatizacéo e
cromatografia a gas com deteccdo simultanea por espectrometria de massa e
fotometria de chama pulsada (PFPD) foi desenvolvido por Killelea e Aldstadt.”® Os
pesquisadores, além de tentar desenvolver um método o mais exato possivel,
investigaram a estrutura dos produtos da reacdo dos derivados de tiol com DMA
através do espectro de massa. Pelo fato de PFPD possuir um grande namero de
variaveis que influenciam na medicdo, os autores necessitaram fazer otimiza¢do do

método de forma multivariada.
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Mothes e Wennrich’* determinaram espécies organometalicas de As, Hg e Pb
em urina utilizando a técnica de SPME acoplada a GC e deteccdo por emisséo
atdbmica. A extracdo dos diferentes compostos organometalicos de cada elemento foi
otimizada variando o tipo de fibra, o tempo de exposicéo, taxa de agitacdo, pH e
tempo de dessorcédo. Os limites de detecc&o obtidos foram na faixa de pg I'* a ng I,

Apesar de possuir muitas vantagens, a GC apresenta certas desvantagens
com relacdo ao procedimento de derivatizacdo dos ions metalicos de arsénio,
particularmente em amostras ambientais. Além disso, a derivatizagcdo € um processo
trabalhoso, além de consumir uma quantidade de reagentes relativamente elevada.
Além disso, a extragdo das amostras requer atencdo especial, caso contrario,

problemas podem ocorrer no procedimento de derivatizag&o.*

2.4.1.2. Cromatografia a liquido de alta eficiéncia  com fase reversa

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia com fase reversa vem sendo
amplamente utilizada para a separagdo de um grande numero de
elementos/espécies utilizando uma variedade de tipos de colunas e fases moveis.
Essa técnica tem a vantagem de permitir executar separacdes de espécies nao
volateis de arsénio, tendo assim, maior versatilidade quando comparada com a
GC.”?

A RP-HPLC utiliza sélidos ndo polares com grande area superficial como fase
estacionaria e solucbes mais polares, em relacdo a fase estacionaria, como fase
movel. As colunas mais utilizadas séao de silica recoberta com grupos C,, Cg ou Cgsg,
engquanto as fases méveis sao solucbes como, por exemplo, acido fosférico, fosfato
de tetrabutilamb6nio, &cido malbnico, ou misturas como metanol:agua,
acetonitrila:agua, entre outras.?®

Um estudo detalhado da especiacdo de arsenobetaina, arsenocolina e o ion
tetrametilarsonio (TMA) foi feito por Balis et al..”” Em uma interface de quartzo, o
eluente (metanol) foi nebulizado e pirolizado em uma chama metanol/oxigénio, e os
analitos termodinamicamente derivatizados a hidretos na presenca de excesso de
hidrogénio. Os hidretos volateis foram transportados e atomizados em uma chama
H./O,. Para a deteccéo das espécies de As, foi utilizado um instrumento de HG AAS.

|'73

Do et al.” utilizaram uma coluna C;g para a separagdo das especies, € apos
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foram gerados os hidretos correspondentes a cada espécie, e a deteccdo feita por
ICP OES. Foram analisadas amostras de urina de pacientes tratados com As,03, €
determinadas as espécies As(lll), As(V), MMA e DMA em concentracfes na faixa de
ug I, O tratamento das amostras foi feito por centrifugacdo seguida de uma etapa
de filtracdo. As amostras tratadas foram armazenadas em frascos de polipropileno a
uma temperatura de 4 °C.

Van Elteren et al.”* determinaram as espécies As(lll) e As(V) em &agua
mineral. Utilizaram a técnica de HPLC-HG AFS para as determinacfes. Também
utilizaram uma técnica convencional baseada na co-precipitacdo do As(lll) com
dibenzilditiocarbamato antes da determinacdo de arsénio por FI-HG AFS. As duas
técnicas apresentaram resultados semelhantes (diferenca em torno de 5%), porém,
a HPLC-HG AFS leva a limites de deteccdo superiores (1 ug 1) em relacdo a
técnica de co-precipitacdo (0,05 pg ). Para a separacéo das espécies de As foi
utilizada uma coluna de troca ani6nica Hamilton PRP-X100 (250 x 4,1 mm) e
KH,PO, como fase mével a pH 6,1. Para a identificacdo dessas mesmas espécies,
Ali e Aboul-Enein® utilizaram uma coluna Encosil C1g (250 x 4,6 mm) e uma mistura
acetonitrila:agua (20:80, v/v) como fase movel. A deteccéo foi feita por UV-Vis (410
nm) e HG AAS, respectivamente e sucessivamente. Os limites de deteccao foram de
10 pg I para As(l1l) e de 20 pg I'* para As(V).

Rattanachongkiat et al.”® descreveram métodos para especiacéo de arsénio
utilizando HPLC-ICP-MS. Foram determinados As(lll), As(V), MMA, DMA e AsB em
amostras biolégicas (peixes e crustaceos) e ambientais (sedimento). Para as
amostras bioldgicas a extracdo das espécies de As foi auxiliada com enzimas, onde
observaram recuperagfes entre 82 e 102%. Para as amostras ambientais, foi feita a
extracdo utilizando H3zPO, em sistema aberto, auxiliado com radiacdo microondas.
Para a separacdo das espécies de As em ambos os extratos, foi empregada uma
coluna Hamilton PRP-X100.

A otimizacao experimental das condi¢bes para especiacéo de arsénio por RP-
HPLC é muito importante, e comeca na escolha adequada da coluna de fase reversa
e da fase movel, bem como, o controle de fatores como pH e concentracdo da fase

movel.?

2.4.1.3. Cromatografia por par ibnico
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A cromatografia por par ibnico tem sido utilizada na determinagéo de espécies
neutras e carregadas de As. A técnica baseia-se na adicdo de um contra ion na fase
movel, tipicamente referido como reagente par i6nico, consistindo em uma molécula
com uma extremidade polar (denominada de cabeca) e outra ndo polar (denominada
de cauda). Ambas as técnicas de cromatografia por par anibnico e par catiénico tem
sido utilizadas para a separacéo de espécies de arsénio.>?® Tetrabutilaménio (TBA),
na forma de hidroxido ou fosfato, € comumente utilizado como reagente par i6nico
(catidnico) para a separacéo de As(lll), As(V), MMA e DMA.? A separacdo dessas
espécies de arsénio é dependente da concentracdo do reagente par ibnico, da
vazdo, da forca ibnica e do pH da fase mével.””’® A faixa 6tima de pH para a
separacao das quarto espécies citadas anteriormente é entre 5 e 7. Nessa faixa de
pH, As(lIl) (com pK, de 9,2) € uma espécie neutra, que € eluida sem interagdo com a
fase estacionaria. Quando se utiliza uma coluna com resina como suporte e fase
movel com pH em torno de 9, o As(lll) é fracamente retido e pode ser separado da
AsB. A AsB, um zwitterion, ndo é retida sob condi¢cdes de cromatografia por par
anionico.?

Em estudos feitos por Le e Ma,** foram determinadas as espécies As(lll),
As(V), MMA e DMA em apenas 3 min utilizando uma coluna guarda e deteccdo por
AFS. Foi utilizada uma coluna guarda de fase reversa Cig (30 x 4,6 mm), sendo
obtidos limites de deteccdo na faixa de 0,4 a 0,8 pg I'* em urina. Foi utilizada,
também, uma coluna de fase reversa Cyg (250 x 4,6 mm ) para comparacao. A fase
movel para ambas as colunas, porém em concentracdes diferentes, foi composta de
hidroxido de tetrabutilamdnio, &cido maldnico e metanol.

Gong et al.®! utilizaram uma coluna de fase reversa Cig (ODS-3; 150 x 4,6
mm) para identificar metabdlitos de As (MMA e DMA) em urina humana e, também,
avaliaram a estabilidade destas espécies sob diferentes condicdes de
armazenamento. Para a separacado e deteccdo das espécies utilizaram um sistema
HPLC-HG AFS, com a fase movel constituida de uma mistura de hidroxido de
tetrabutilaménio (0,0047 mol 1), acido malénico (0,002 mol ) e metanol (4%),
todos a pH 5,85.

Outros sistemas cromatograficos com par iénico utilizando hidroxido de
tetraetilaménio (TEAH) como reagente par i6nico foram desenvolvidos para a

determinacdo de AsB e arsenoaclcares em organismos marinhos.”® Foram,
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também, desenvolvidas metodologias para andlise de especiacdo de arsénio em
metabdlitos excretados via urina humana ap6s ingestéo de frutos do mar,® e feitos
muitos estudos para especiacdo em amostras ambientais.®

Na separacdo de espécies catibnicas de arsénio também podem ser

utilizados como reagentes par iénico, o pentanosulfonato,®*® hexanosulfonato,'*%

985 & dodecilsulfonato.?® Fase modvel mista contendo dois

heptanosulfonato
reagentes par idnico, hexanosulfonato 0,01 mol I'* e TEAH 0,001 mol I}, foi utilizada
para separar As(lll), As(V), MMA, DMA, AsB, AsC e TMA em coluna de fase reversa
C15.7%%" As espécies foram detectadas, apds tratamento do eluato contendo as
espécies de As em um sistema constituido de uma etapa de digestdo on line em

forno de microondas, por HG AFS.

2.4.1.4. Cromatografia por excluséao

A cromatografia por exclusdo apresenta algumas vantagens quando
comparada a outros métodos que empregam LC, como a possibilidade de
caracterizar compostos com massa molecular desconhecida.®® Porém, a técnica
apresenta algumas desvantagens, como a dependéncia do tamanho molecular na
separacéo e a capacidade limitada da coluna.®

Uma excelente separacéo entre As(lll), As(V), MMA, DMA e AsB foi obtida em
uma resina metracrilato carboxilada, em um tempo de até 13 min. O método
possibilita a separacao de até oito espécies de As, porém é necessario 1 hora para
que todas as espécies sejam eluidas.*

Técnicas de cromatografia por exclusdo a baixa ou alta pressédo tém sido
utilizadas para especiacdo de arsénio. A exclusao a baixa pressao é, normalmente,
utilizada para remogdo de moléculas grandes da matriz, como proteinas do soro
sanguineo® e extratos biolégicos.” HPLC por exclusdo é tipicamente utilizada em
conjunto com outras técnicas de separacdo para identificar espécies organicas de

arsénio em animais.>>%*

2.4.1.5. Eletroforese capilar
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Varios métodos tém sido usados para a analise de especiacdo de arsénio,
mas ainda h& necessidade de métodos rapidos, sensiveis e de baixo custo para a
especiacdo de elementos em nivel de traco. A CE tem sido acoplada a detectores
especificos como instrumentos que utilizam radiacdo ultravioleta (UV), AAS, AFS,
ES-MS, ICP OES, ICP-MS, etc.?®*% Mais recentemente, vem aumentando o nimero
de publicacbes referentes a seletividade, sensibilidade e aplicacbes para a
especiacdo de fons metalicos.®*®" A CE possui certas vantagens em relacdo as
técnicas cromatograficas, incluindo simplicidade, custo relativamente baixo, alta
velocidade de processamento da amostra e pouca dependéncia do tipo de matriz.*

Devido a grande necessidade de determinacdo de espécies de arsénio,
muitos estudos tém sido feitos com esta finalidade por CE. Lin et al.”® determinaram
quatro espécies de arsénio em cinza leve de carvao utilizando CZE com deteccéo
indireta por absorcao na regido do UV. Foi utilizado cromato de sédio como eletrdlito
e, também, foi feito um estudo do pH da solugcdo na separacdo das espécies. Os
limites de deteccéo absoluto para As(lll), As(V), MMA e DMA foram de 3,5; 5,2; 15,6
e 15,6 pg, respectivamente.

Olesik et al.*

acoplaram a CE a instrumentos de ICP OES e ICP-MS para
andlise de especiacdo de compostos inorganicos de arsénio. Para a etapa de
separacéo foi utilizado um potencial de 10 kV, uma corrente de 5 a 10 pA e eletrdlito
composto de uma solucéo de cloreto de célcio (CaCly) 0,06 mol I*. O volume de
amostra injetado foi de 0,08 a 0,14 pl, e os limites de detecc&o entre 0,06 e 2 g I™.

Michalke e Schramel*® determinaram MMA e DMA por CZE acoplada a um
instrumento de ICP-MS, utilizando tampéao fosfato como eletrdlito. Posteriormente,
Michalke e Schramel*®* desenvolveram uma metodologia baseada na separacéo de
seis espécies de arsénio utilizando o sistema CE-ICP-MS. Foram analisadas
amostras ambientais e de urina, e utilizado o tampao fosfato como eletrdlito. Os
limites de deteccdo foram de 15 pg I'* para As(lll), As(V), MMA e DMA, e 65 pg I
para AsB e AsC.

A otimizacdo das condicbes para CE envolve uma série de parametros que
devem ser levados em consideracdo na analise de especiacdo. Estes podem ser
divididos em duas classes, isto €, os parametros independentes que estdo sob
controle direto do operador (escolha do tampé&o, pH do tampéo, forca ibnica do
tampdo, voltagem aplicada, temperatura do capilar, dimenséao do capilar e o tipo de

eletrdlito) e os parametros dependentes, que sdo diretamente afetados pelos
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parametros independentes e ndo estdo sob controle direto do operador. Esses
parametros sdo o fluxo eletrosmético (EOF), aguecimento Joule, viscosidade do
eletrdlito, difusdo da amostra, mobilidade da amostra, carga da amostra, interacao
da amostra com o capilar e eletrdlito, absortividade molar e etc.?®

Muitos dos métodos de CE para especiacdo de arsénio foram aplicados
somente para a separacao das especies de As em solucdes de referéncia. Porém,
guando sédo analisadas amostras reais, uma mudanca nos tempos de migracédo é

2 Embora a técnica tenha sido

observada, dificultando sua aplicabilidade.™®
aprimorada muito na questdo da minimizacdo das interferéncias da matriz, os
métodos de separacdo por CE para especiacdo de arsénio mostram-se limitados a
analise de solucdes de referéncia puras e sistemas com matrizes simples. No
entanto, os limites de deteccéo para separacdes por CE, geralmente, sédo inferiores

aos que utilizam HPLC quando o mesmo sistema de deteccdo é empregado.?

2.4.2. Técnicas de deteccéao

A andlise de especiacdo de As em nivel de trago requer uma técnica de
deteccdo com alta sensibilidade. As técnicas de espectrometria atdmica oferecem
uma boa sensibilidade para deteccdo deste elemento, possibilitando o acoplamento
a técnicas de separacdo, principalmente as cromatograficas.? Entre as técnicas mais
utilizadas para a deteccdo de arsénio podem ser citadas a espectrometria de
absorcdo e emissdo atdmica e a espectrometria de massa.'®® Algumas aplicacées

destas técnicas serdo discutidas a seguir.

2.4.2.1. Espectrometria de absor¢ao atomica

A espectrometria de absorcdo atébmica com chama (F AAS) é utilizada como
detector em HPLC para especiagdo de arsénio desde a década de 1980, mas seu
uso vem diminuindo.? Em razdo da técnica de F AAS ser pouco sensivel e
apresentar um sinal de fundo relativamente elevado na determinacdo de As, muitas
aplicacbes recentes da AAS sdo combinadas com a HG.'**'% Algumas pesquisas

foram feitas para o uso da espectrometria de absorcao atdmica com forno de grafite
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(GF AAS) para detecgdo. Contudo, o acoplamento direto da técnica de HPLC a GF
AAS torna-se dificil principalmente devido a sua caracteristica descontinua de
operacdo.” Assim, o procedimento envolve a coleta de fracbes das solucdes que
saem da coluna cromatografica seguida da analise. Este procedimento é feito em
batelada, para posterior anélise de cada fracdo por GF AAS.”®

Krivan e Arpadjan'®

estudaram a influéncia de diferentes matrizes (HCI,
NaCl, HNOj3 e urina) e varios modificadores quimicos (W, Pd e uma mistura W + Pd
+ acido citrico) no comportamento de As(lll) e As(V) no tubo de grafite. Na
determinacdo de espécies de As por GF AAS, a maioria dos procedimentos
envolvendo processos de extracdo séo aplicados para a especiacao de As(lll) e
As(V).*” No entanto, em um trabalho feito por Bavazanno et al.!® foi avaliada a
aplicacdo de um procedimento de extracdo para compostos organicos de arsénio.
Somente as espécies As(lll), As(V), MMA e DMA foram totalmente extraidas em
tolueno de amostras acidificadas de urina. O procedimento apresentou boa
concordancia quando comparado com os resultados obtidos por HPLC-ICP-MS, e o
método foi recomendado para avaliacdo do nivel de exposicdo ocupacional a

arsénio inorganico.

109 110
d

Pacey e For e Grabinski—~ se valeram da forte afinidade de espécies de
arsénio com uma resina de troca ibnica para separar completamente quatro

espécies de arsénio e determinar o analito contido em cada fracdo por GF AAS.

2.4.2.2. Espectrometria de emisséo o6tica com plasma  indutivamente acoplado

A espectrometria de emisséo Otica com plasma indutivamente acoplado tem
sido muito utilizada no acoplamento com a técnica de HPLC para especiagdo de
arsénio.'*'*? O acoplamento é feito diretamente ao nebulizador pneumatico do
instrumento em funcdo da vazdo normalmente empregada em HPLC (em torno de
1,0 ml min™) ser compativel com a utilizada em instrumentos de ICP OES.? No inicio
de sua utlizacdo, algumas aplicacbes foram demonstradas, primeiramente para
amostras com altas concentracdes de arsénio. O sistema HPLC-ICP OES possui
baixa sensibilidade, mas muitos estudos demonstram que introduzindo um sistema
de geracédo de hidretos entre o cromatografo e o instrumento de ICP OES ha uma

consideravel melhoria na sensibilidade.**3**
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Alguns pesquisadores sugerem que um aumento na sensibilidade pode ser
obtido através de uma separacdo inicial do analito da matriz (extracdo com
solvente), seguida da geracdo do hidreto diretamente do meio ndo aquoso e

deteccéo do analito por ICP OES.**°

2.4.2.3. Espectrometria com geracao de hidretos

A geracdo de hidretos é um processo de derivatizacdo quimica que produz
hidretos volateis pelo tratamento da amostra com um agente redutor, geralmente
tetraidroborato de soédio (NaBH;), em meio acido. Técnicas que empregam a
geracdo de hidretos acoplada a espectrometria de absor¢cdo atdbmica, emisséo
atbmica, fluorescéncia atdbmica e espectrometria de massa possuem muitas
aplicacbes na determinagcdo de arsénio em nivel de tracos. Por ser um método
eficiente de introducdo de amostras, a técnica de HG promove um aumento de
sensibilidade na ordem de 10 a 100 vezes quando comparado a sistemas que
empregam nebulizadores pneumaticos. A técnica de HG possibilita a separagéo das
espécies de arsénio da maioria de outros componentes da amostra, por que apenas
os hidretos gasosos chegam até o espectrometro, de maneira que o restante da
matriz da amostra fique na fracdo liquida. Interferéncias espectrais e quimicas sao,
praticamente, eliminadas.?

Muitos compostos organicos de arsénio ndo formam hidretos volateis pela
simples acdo do NaBH4, havendo a necessidade do desenvolvimento de métodos
que possibilitem a conversdo destes compostos a espécies formadoras de hidretos.?
Alguns compostos, além do NaBH4, podem ser utilizados na geracdo de vapor,

116

dentre eles destacam-se o SnCl, em HCI concentrado e aluminio em meio

béasico.*!

Devido aos altos fatores de diluicdo associados as separacoes
cromatograficas convencionais, as mais sensiveis e especificas técnicas de
deteccdo sdo necessarias para compensar estes efeitos. Técnicas de geracdo de
hidretos apos procedimentos de separacédo por HPLC eliminam problemas como alta
concentracdo salina dos eluentes, em funcdo da conversdo do analito a hidretos
gasosos e subseqiiente separacéo do restante da matriz da amostra.**

Muitos sistemas tém sido desenvolvidos baseados na geracdo de hidretos
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apos a coluna cromatografica para a subseqiente determinacdo de espécies de

arsénio em agua natural,**® alga marrom,*?° urina,*** entre outros.

Oxidag&o assistida por microondas™*****

UV103,124-126

e foto oxidag&o on line por radiagao
com K3S;0g e NaOH séo muito eficientes na conversdo de AsB, AsC,
TMA, arsenoagucares e compostos metilados de arsénio em espécies formadoras
de hidretos.

Empregando a espectrometria de fluorescéncia atdbmica como detector, 0s
limites de deteccdo foram melhorados (que eram na faixa de pg I para deteccao por
AAS), tornando a técnica muito atrativa em razdo de sua alta sensibilidade. O
acoplamento do HPLC com HG AFS possui a vantagem do bom poder de separacéo
da HPLC e da boa seletividade e sensibilidade obtida utilizando HG AFS.?

Caracteristicas como aumento de sensibilidade e reducdo de interferéncias
devido a técnica de geracdo de hidretos, ampliaram o seu campo de aplicacéo
principalmente no acoplamento com técnicas de HPLC-ICP OES,”***® HPLC-ICP-
MS,*"1?% ¢ CE-ICP-MS.'*

2.4.2.4. Espectrometria de massa

A identificacdo de compostos de arsénio tem melhorado apos a obtencao de
informacdes utilizando a espectrometria de massa.> Nos Ultimos anos, a
espectrometria de massa com ionizacao por electrospray (ES-MS) vem tornando-se
uma técnica muito eficiente na especiacdo de arsénio, que pode ser utilizada,
separadamente ou combinada com HPLC®**° Ao contrério das técnicas de ICP-MS,
ICP OES, AAS e AFS, onde arsénio elementar é detectado, a técnica de ES-MS
pode fornecer informacées moleculares dos compostos de arsénio.? Devido a essa
importante informacdo estrutural fornecida pela ES-MS, um grande numero de
estudos vem focando seus objetivos na identificacdo de compostos organicos de
arsénio, como arsenoagcucares e novas espécies de arsénio.**1%

Pergantis et al.™** determinaram 10 compostos organicos de arsénio utilizando
HPLC acoplada a um ES-MS-MS. Os compostos de arsénio que, por ventura, foram
co-eluidos da coluna, puderam ser diferenciados devido ao uso da MS-MS. O
método foi utilizado para analise de urina, onde AsB foi determinada na faixa de pg I

! Ambos os métodos, HPLC-ICP-MS e HPLC-ES-MS, foram utilizados para



Reviséo Bibliografica 28

caracterizar e quantificar espécies de arsénio em alga.*** Nos extratos das algas
foram identificadas quatro espécies de arsenoacucares juntamente com tracos de
As(V) e DMA, sendo que a identidade dos arsenoacucares foi confirmada por HPLC-
ES-MS.

Pedersen e Francesconi**® utilizaram um fragmentador com voltagem variavel
para obter dados do espectro de massa elementar e molecular de compostos de
arsénio em dois tipos de algas. O método utilizando HPLC-ES-MS foi aplicado na

determinacao de quatro espécies de arsenoacucares, DMA e AsB.

2.4.2.5. Espectrofotometria

Os métodos espectrofotométricos, usados para a determinacdo seletiva de
arsénio, sdo geralmente aplicados somente para as espécies inorganicas. Eles
baseiem-se na formacdo de complexos coloridos com certos ligantes. Por exemplo,

134

As(lll) forma um complexo colorido com dietilditiocarbamato de prata,” enquanto

As(V) forma o complexo de cor azul arsénio-molibdénio.** Alguns métodos utilizam

135 ou iodato®®®

agentes oxidantes como permanganato para converter todas as
espécies de arsénio presentes na amostra a As(V), formando um complexo azul que
absorve a 865 nm. O LD para cada espécie foi de 5 pg I'*. Melhores limites de
deteccéo (na ordem de 2 pg I'Y) foram obtidos, reagindo quantitativamente o As(ll)
com iodato de potassio na presenca de acido sulfarico.™’

Palanivelu et al.'*® descreveram um método espectrofotométrico com boa
sensibilidade para a determinagdo de arsenito e arsenato em amostras sintéticas,
agua potavel e agua do mar. Tamari et al.**® desenvolveram um método baseado na
co-precipitacdo para a determinacdo de arsenito e arsenato em amostras de agua
subterranea. Ambas as espécies foram co-precipitadas com hidréxido de tério(V) em
pH 9, sendo posteriormente centrifugadas e diluidas em HCI para efetuar as

medicdes.

2.4.2.6. Métodos eletroanaliticos

Entre os métodos eletroquimicos, a polarografia de pulso diferencial é a
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técnica que mais oferece possibilidades de quantificacdo de ambos os estados de
oxidacdo do arsénio.*® O procedimento é baseado no fato que somente o As(lll) é
eletroativo e diretamente determinado utilizando acido perclorico ou cloridrico como

eletrélito suporte,'*°

enquanto o arsénio inorganico total € determinado apds a
reducdo, em solugdo, com dioxido de enxofre (SO,). O SO, foi escolhido como
agente redutor por que ele reduz o As(V) rapidamente e quantitativamente. No caso
de amostras com baixas concentracdes (ambientais e clinicas, por exemplo) o
procedimento € sujeito a interferéncias de muitos elementos presentes na matriz,
como Fe(ll) e Cu(ll). A determinacdo de espécies metiladas também é possivel por
métodos voltamétricos apds separacao por IC. Os limites de deteccdo para MMA e
DMA foram de 18 e 8 ug I, respectivamente. Adicionalmente, antes da obtenc&o do
sinal analitico e depois da separacdo das espécies existem etapas como digestdo de
cada fracdo com acido perclérico a quente, reducdo com SO, e remoc¢ao do excesso
de reagentes, onde cada etapa € suscetivel a erros.

Porém, em vista de todas as dificuldades mencionadas, especialmente as que
dizem respeito a interferéncias devido a matrizes complexas ou a presenca de
certos elementos, os métodos eletroquimicos ndo sao usados para analise de rotina

na especiacéo e determinacdo de arsénio em amostras com matrizes complexas.'*®

2.5. CROMATOGRAFIA DE IONS ACOPLADA A ESPECTROMETRI A DE MASSA
COM PLASMA INDUTIVAMENTE ACOPLADO

A técnica de ICP-MS é muito utilizada para a deteccdo de elementos trago em
geral, particularmente eluentes cromatograficos. A ICP-MS oferece grandes
vantagens como um detector para cromatografia a liquido, pois combina
especificidade elementar, ampla faixa linear e baixos limites deteccéo.***

Sistemas on line, onde detectores seletivos sdo conectados diretamente ao
sistema de separacao, fornecem resultados mais rapidamente quando comparados
a sistemas off line. Além disso, os riscos de perda dos analitos ou contaminagdo sao
reduzidos, pois ndo h& necessidade de nenhuma etapa de coleta ou
armazenamento das fracdes que sairam da coluna cromatogréfica.'*?

Alguns dos problemas no acoplamento entre as duas técnicas podem estar

relacionados com os eluentes. A alta concentracao salina da fase mével pode levar
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a problemas de formacao de depdsitos de material (sais, 6xidos etc.), principalmente
na interface do instrumento de ICP-MS, bem como mudancas na ionizagdo do
analito. A adicdo de solventes organicos (metanol, acetonitrila etc.) também pode

apresentar problemas na estabilidade do plasma e na ionizacdo.***

2.5.1. Cromatografia de ions

Simples fatores, como interacdes entre cargas, podem apresentar influéncia
na retencdo e separacdo das espécies em IC. Quando espécies organometalicas
sdo cromatografadas, interacdes hidrofobicas entre os analitos e a parte ndo ibnica
de carbono da fase estacionaria causam a retencao de ions organicos que, de certa
maneira, € uma caracteristica da cromatografia com fase reversa. Se o analito é
carregado, as interacbes podem apresentar um comportamento onde ha uma
combinacdo entre fase reversa e troca ionica. A retencdo de espécies da amostra
em uma coluna e a eficiéncia resultante da coluna séo, principalmente, dependentes
da taxa de difusdo do analito na coluna. A taxa de difusdo na coluna, por sua vez,
depende do tamanho e porosidade da resina e da viscosidade do eluente. O
tamanho do poro das particulas da resina € um parametro importante para se obter
uma boa separacéo.**?

Ao utilizar um solvente organico com concentracéo inferior a 10%, pode haver
influencia na seletividade da separagao, afetando o mecanismo que controla as
interacdes hidrofébicas do soluto com a matriz.***

A IC pode ser vista como uma versao da HPLC, onde se utiliza uma coluna de
troca idnica. A técnica € amplamente usada para a especiacdo de ions metalicos
organicos e inorganicos, em funcado do desenvolvimento de varios tipos de colunas,
tornando a técnica como uma das melhores para especiacao de ions metélicos. Em
IC, séo utilizadas colunas de troca anibnica e catiénica, mas atualmente, colunas
mistas (troca anidnica e catidnica) também sao utilizadas, comprovando a eficiéncia
da técnica. Na cromatografia de troca catibnica, a fase estacionaria é, usualmente,
composta de resinas contendo grupamentos sulfénico ou carboxilico. Estes
grupamentos, em determinado pH, ionizam, ficando com carga negativa, fazendo
com gue as espécies metalicas catibnicas sejam atraidas para a fase estacionaria

atraves de interagOes eletrostaticas. Ja na cromatografia de troca anibnica, a fase



Reviséo Bibliografica 31

estacionaria é, geralmente, constituida de grupamentos amina primaria e quaternaria
com carga positiva e, conseguentemente, os grupos da fase estacionaria atraem
solutos com carga negativa. Geralmente, a separacdo cromatografica de ions
metalicos em colunas de troca anibnica requer a presenca de espécies
negativamente carregadas.”® Baseados nas caracteristicas idnicas dos compostos
de arsénio, a troca aniénica é mais comumente utilizada para separar As(lll), As(V),
MMA e DMA, enquanto que a troca catibnica é mais usada para separar as especies
AsB, AsC, TMA e TMAO.?

Similarmente & cromatografia por par i6nico, As(lll) e AsB sdo eluidos
simultaneamente, em fungdo da pouca interacdo com a fase estacionaria, em pH
neutro. Porém, As(lll) pode formar um complexo, quando acido tartarico é utilizado
como fase movel, e havendo a formacdo deste complexo, o As(lll) pode ser
separado da AsB.?

O acoplamento da IC com detectores é similar a HPLC. Técnicas
eletroanaliticas, condutométrica, espectrométricas (OES, AAS, MS), etc. sdo usados
para a deteccdo de espécies metalicas.”

A especiacdo de arsénio em agua do mar, por exemplo, torna-se dificil por IC
em fungcdo da alta forga ionica desta amostra. Para este tipo de aplicagdo, a
seletividade da separacdo pode ser melhorada pelo uso de agentes quelantes na
fase moével. Na IC com utlizacdo de quelantes em solugdo, a formacdo de
complexos € responsavel pela separacdo, e ndo a interacdo eletrostética. Para
obter-se uma fase estacionaria apropriada podem ser seguidas duas abordagens: (i)
ligacdo quimica dos grupos quelantes ao substrato e (ii) recobrimento do substrato

com um ligante que é permanentemente aprisionado no substrato.”

2.5.2. Espectrometria de massa com plasma indutivam  ente acoplado

O principio da técnica de ICP-MS é baseado no uso de um plasma a alta
temperatura capaz de gerar ions positivamente carregados, e 0 instrumento é
composto de quatro partes principais:*** sistema de introducdo de amostra, tocha,
interface e o espectrébmetro de massa. Na Fig. 3 esta representado o esquema de

um instrumento de ICP-MS.
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Figura 3. Esquema de um instrumento de ICP-MS. 1. sistema de introducdo de amostra; 2.

tocha e plasma; 3. interface e 4. espectrébmetro de massa.

A amostra é introduzida, na maioria dos casos, na forma liquida, bombeada
até o sistema de introducéo de amostras no plasma, que é composto de uma bomba
peristaltica, um nebulizador e uma camara de nebulizacdo. Ela emerge, com auxilio
da bomba peristaltica, da camara de nebulizacdo do nebulizador como um aerossol,
e através de um tubo injetor chega a base do plasma. Em razdo das diferentes
zonas de temperatura do plasma, a amostra é seca, vaporizada, atomizada e
ionizada, sendo transformada de um aerossol liquido para particulas sélidas e entéao
em um gas ionizado. Quando a amostra finalmente chega a zona analitica do
plasma, com temperatura em torno de 6000 a 7000 K, ha apenas 4tomos e ions no
estado gasoso. A excitagdo do elétron mais externo de um atomo no estado
fundamental, emitindo radiacdo em um comprimento de onda especifico, € a base
da emissdo atdomica. Porém, ha energia suficiente no plasma capaz de remover
elétrons do atomo e gerar um ion. A geracao, transporte e detec¢cdo de um ndmero
significante desses ions carregados positivamente, é que leva ao ICP-MS a
capacidade de deteccéo ultra-traco.**

Para uma melhor detectabilidade em ICP-MS, ions devem ser produzidos
eficientemente, sendo dependente da forma de introducédo de amostras, a qual pode
ser feita na forma sélida, liquida ou gasosa.'®® O método mais conveniente para
introducéo de amostras liquidas no fluxo de gas € através de um nebulizador. Para
melhorar o desempenho da técnica foi necessario introduzir uma camara de

nebulizacdo junto ao nebulizador, cuja funcdo € a de remover goticulas maiores, as
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quais prejudicam a estabilidade (ou levam a extincdo) do plasma. Os tipos de
nebulizadores mais comuns utilizados em ICP-MS sdo 0s pneumaticos e
ultrasbnicos. Entre os tipos de nebulizadores pneumaticos, os modelos mais
utilizados sao o concéntrico, de fluxo cruzado (cross flow) e Babington, onde a vazéo
(da soluc&o) de operacdo é em torno de 1,0 ml min™.*****” A camara de nebulizacao,
responsavel pela separacdo das goticulas geradas pelo nebulizador (somente gotas
com diametro inferior a aproximadamente 10 um chegam ao plasma), basicamente,
é de dois tipos, a camara de nebulizacdo ciclénica e a duplo passo.

A geracdo de um plasma indutivamente acoplado depende de alguns
componentes basicos: uma tocha, uma bobina de inducao da radiofreqiiéncia (RF) e
uma fonte de RF. Na Fig. 4 esta mostrada uma vista detalhada desses componentes
e a interface com o espectrometro de massa. A tocha consiste em trés tubos
concéntricos (tubo externo, intermediario e injetor), geralmente de quartzo, onde o
gas (usualmente argbnio) de formacédo do plasma passa entre o tubo exterior e o
intermediario a uma vazéo de 12 a 17 | min™. O segundo gas (gas auxiliar) passa
entre o tubo intermediario e o injetor, e é usado para dar forma ao plasma e manté-lo
afastado dos tubos internos da tocha. O terceiro gas (gas de nebulizacdo) é
responsavel pela formacéo e introducdo do aerossol no plasma. Ambos os gases,

auxiliar e de nebulizacdo, operam em vazdes em torno de 1 | min™. 1464/

gas do oas
Irter face plazma . auxiliar

Flazma 1 2 !‘ *

.
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induqén:u forte ce RF

Figura 4. Vista detalhada da tocha, plasma e interface. 1. tubo externo; 2. tubo intermediario

e 3. tubo injetor.**®

Quando uma determinada poténcia (entre 750 e 1500 W) é aplicada pelo
gerador de RF na bobina de inducdo, a corrente alternada da bobina, com
freqliéncia correspondente a do gerador de RF (27 ou 40 MHz), faz com que o

plasma seja mantido. Essa oscilacdo na bobina causa um intenso campo
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eletromagnético na extremidade da tocha. Com o arg6nio fluindo pela tocha, uma
descarga elétrica de alta voltagem é aplicada no gas, gerando elétrons e ions
argonio. Esses elétrons e ions, quando alcancam a regido do interior da bobina de
RF, oscilam de acordo com o campo eletromagnético, colidindo com outros atomos
de argbnio. Essas colisdes induzem a uma ionizacdo continua, formando o
plasma.l46,148

A amostragem e o transporte eficiente dos ions do plasma a pressao
atmosférica (760 Torr) até o analisador de massa (10° Torr) é feita pela interface
pela reducdo de presséo através da aplicacdo de vacuo. Ela consiste em dois cones
metalicos com orificios muito pequenos (na ordem de 1 mm de didametro). Apds a
geracado dos ions no plasma, eles passam pelo primeiro cone (cone de amostragem)
e, logo apds, pelo segundo cone (skimmer). Ap6s a passagem dos ions pelo
“skimmer”, devido a expanséao, ha a necessidade de que os mesmos sejam focados
para garantir sua chegada até o analizador de massa. Os ions sdo focados pela
acado de uma lente idnica ou conjunto de lentes ibnicas, que consiste de um cilindro
(ou uma seérie de cilindros ou placas perfuradas) metalico oco submetido a uma
diferenca de potencial (normalmente na faixa de 2 a 15 V de corrente
continua). 414

Grande parte dos instrumentos de ICP-MS comercializados atualmente utiliza
0 quadrupolo como separador dos ions. O quadrupolo consiste em quatro barras
metélicas cilindricas ou hiperbdlicas de mesmo comprimento e diametro. Pela
aplicacdo combinada de corrente continua (cc) e de corrente alternada (ac) aos
eletrodos (quadrupolo), somente os ions com uma determinada razao massa/carga
(m/z) sdo conduzidos através do quadrupolo. Os demais ions colidem com os
eletrodos ou sédo ejetados do interior do quadrupolo. Desta forma, os ions séo
sequencialmente separados pelo quadrupolo. Varios tipos de detectores podem ser
utilizados para coletar os ions na saida do quadrupolo e converter em sinal elétrico,
mas 0s mais populares sao os de dinodos discretos, copo de Faraday (Faraday Cup)
e “Chaneltron”.*#414

Assim como em outras técnicas espectrométricas, a técnica de ICP-MS
possui interferéncias espectrais e nao-espectrais. As interferéncias espectrais sao
dependentes da espécie presente e podem ser divididas em quatro tipos principais:
poliatbmicas, isobaricas, ions de carga dupla e ions de oOxidos refratarios. As

interferéncias ndo-espectrais podem surgir por varios motivos: deposi¢cao sobre 0s
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cones de amostragem, presenca de outro elemento facilmente ionizavel, efeito

espaco carga, entre outros.™**

2.5.3. Especiagéo de arsénio empregando LC-ICP-MS

A separacdo de espécies de arsénio € feita, principalmente, através da
cromatografia de troca anidnica. Porém, alguns trabalhos de especiacdo de arsénio
também utilizam colunas de troca catidnica ou colunas trocadoras mistas.?® Martin et
al.™®® desenvolveram um sistema on line utilizando cromatografia ions e oxidacdo
assistida por microondas acoplados a espectrometria de absorcdo atdbmica com
geracdo de hidretos (HG AAS) utilizando diferentes tipos de colunas. Os autores
identificaram e quantificaram As(lll), As(V), MMA, DMA, AsB e AsC em agua e
sedimentos. Estudaram as técnicas de cromatografia de troca anibnica (coluna
Hamilton PRP-X100 e H3PO,4 + NazPO, como fase moével) e por par ibnico (fase
movel fosfato de tetrabutilamonio), sendo que os limites de deteccéao foram de 97 a
143 ug I" e 10 a 30 pg I, respectivamente. As recuperagdes obtidas foram de 98 a
105%, quando utilizados extratos sintéticos de sedimentos.

Em estudo desenvolvido por Zheng et al.,*** foi possivel separar, em 15 min,
as espécies AsC, AsB, DMA, MMA, As(lll) e As(V) utilizando acido tartarico a pH 2,9
como fase movel. Utilizando pH 9,0 foi possivel separar AsB de As(lll), com
carbonato de aménio (30 mol ') como fase moével.®® Alternativamente, para remover
a interferéncia de As(lll) na determinagéo de AsB, foi sugerida a oxidacao de As(lll)
a As(V) antes da etapa de separacdo.**

Utilizando uma coluna lonPac® AS14, Lintschinger et al.**®
As(V), MMA, DMA e AsB utilizando eluicdo por gradiente com 0,002 mol I de
hidréxido de tetrametilaménio e 0,01 mol I* de carbonato de aménio como fase

separaram As(lll),

movel (binaria). Foram analisadas amostras de urina diluidas 1:5 (v/v) devido a
problemas de interferéncia da matriz da amostra. O tempo total de analise foi de 10
min. Em outro estudo, foi feita a separacdo de MMA e DMA, em uma coluna de troca
anidnica, com &acido citrico como fase movel. Foram analisadas 400 amostras de
urina na regido de West Bengal (india) afetada pela contaminacéo de arsénio.*>*

|.124

Tsaleveta
HG AAS para a especiacdo de As(lll), MMA, DMA, TMAO, TMA, AsB e AsC.

acoplaram IC a foto-oxidag&o UV (on line) a um instrumento de
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Segundo os autores, as colunas que apresentaram os melhores resultados foram as
de troca anibnica, como a Hamilton PRP-X100 e Supelcosil SAX 1, e eluigdo por
gradiente com tampéo fosfato (KH,PO4/K,HPO,). Dentre os parametros estudados
destacam-se a vazdo da fase mdvel, a concentracdo e vazao dos reagentes, as
condi¢cdes da separacdo cromatogréfica, o efeito do agente anti-espumante, entre
outros. O sistema HPLC-UV-HG AAS apresentou limites de detecgao na ordem de 2
a 6 pg I para anélise de amostras de urina e materiais de referéncia certificados
(CRM’s).

Mattusch e Wennrich'® desenvolveram metodologia para a separacdo MMA,
DMA, TMAO, brometo de TMA, AsB e AsC. Para a determinacdo das espécies
inorganicas, eles utilizaram uma coluna de troca aniénica (lonPac® AS4-SC) e 0,005
mol I'* de carbonato de sédio, 0,04 mol I de hidréxido de sédio e 4% de metanol
como fase movel. Para a separacdo das espécies anidnicas, neutras e catibnicas de
arsénio, os autores utilizaram eluicdo por gradiente com HNO3 (com variacdo da
concentracdo de 0,0005 a 0,05 mol I durante a eluicdo), e uma coluna lonPac®
AS7. A deteccdo de todas as espécies de arsénio foram feitas em um instrumento
de ICP-MS, e os limites de deteccéio variaram de 0,3 a 0,4 pg I, dependendo da
espécie.

Slejkovec et al.*® desenvolveram um sistema acoplando IC a um
espectrometro de fluorescéncia atbmica com geracéo de hidretos (HG AFS) para a
determinacao de As(lll), As(V), MMA e DMA em aerossol urbano. As amostras foram
coletadas através de sucessivas filtracbes em filtros de membrana, e entéo,
passando por um procedimento de extracdo que permite diferenciar as espécies
extraiveis em agua, extraiveis em fosfato e compostos refratarios. Os autores
observaram uma grande dependéncia do tamanho da particula em relacédo ao tipo
de extrator utilizado para cada espécie. Foi utilizada uma coluna de troca anidnica
(Adsorbosphere® SAX) e 0,01 mol I* de KH,PO, a pH 6,0 como fase mével.

Gettar et al.'®® desenvolveram uma metodologia para a determinacéo de
As(lll), As(V), MMA e DMA em aguas subterraneas e de rio utilizando IC. Diferentes
tamanhos de colunas de troca anidnica, silica e polimérica, foram testadas utilizando
EDTA como eluente. As melhores condi¢bes foram obtidas utilizando a separacao
por cromatografia ions acoplada a um gerador de hidretos (reacdo com NaBH; em
meio acido) e deteccao por ICP-MS. Os limites de deteccao obtidos foram entre 10 e
65 pg I
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Bissen e Frimmel® determinaram As(lll), As(V), MMA e DMA em extratos de
solos contaminados, por HPLC-ICP-MS. O processo de extracdo adotado baseou-se
no pH da solucdo extratora semelhante ao do ambiente. Por exemplo, 0,3 mol I de
(NH.)>C20, (pH 3,0), agua deionizada (pH 5,8), 0,3 mol I'* de Na,COs (pH 8,0) e 0,3
mol I'* de NaHCO; (pH 11,0). Para a separacdo das espécies de As utilizaram uma
coluna-guarda lonPac® AG11 e uma coluna lonPac® AS11, com separacdo por
gradiente e NaOH (variacdo da concentragédo de 0,002 a 0,05 mol I* durante a
eluicdo) como eluente.

Lindemann et al.,*® além de especiar As(lll), As(V), MMA, DMA, AsB, &cido
fenilarsdénico (PAA) e algumas espécies de Sb, Se e Te, também estudaram a
estabilidade destes compostos. Para a separacao das espécies em agua, peixe, solo
e urina, os autores utilizaram como fase mével NH;HCO; a 0,002 mol I e um
gradiente com &cido tartarico (0,0022 a 0,045 mol I™* durante um periodo de 6 a 7
min, linearmente). Os autores observaram que, ao preservar a amostra ao abrigo da
luz e a temperatura de 3 °C, as espécies de As sdo estaveis até 2 semanas. Eles
utilizaram uma coluna lonPac® AS14 e volume de injec&o de 50 .

Schimdt et al.**” estudaram a aplicacdo da extracdo com liquido pressurizado
(PLE) e, posteriormente, determinaram As(lll), As(V), MMA, DMA, TMA, TMAO, AsB
e AsC em vegetais. A fase moével utilizada foi HNO3 (de 0,0005 a 0,05 mol I'*) e para
a deteccdo das espécies eles utilizaram um instrumento de ICP-MS. Além de testar
o tempo de extracdo, 0 nUmero de etapas de extracdo e a temperatura, eles também
estudaram a estabilidade das espécies organicas e inorganicas durante a etapa de
extracdo (temperatura de 60 a 180 °C). Observaram uma baixa reprodutibilidade,
tanto para as amostras, quanto para os CRM’'s e, também, a grande influéncia
exercida pela temperatura na estabilidade das espécies.

Roig-Navarro et al.**® desenvolveram uma metodologia para a especiacdo de
As(ll), As(V), MMA e DMA em &gua atraves acoplamento entre IC e ICP-MS. O
tempo de eluicdo necessario para a separacado das quatro espécies de arsénio e
Cr(VI) utilizando uma coluna Hamilton PRP-X100 (NH4HCOg3), foi em torno de 9 min,
com eluicdo por gradiente. Ao utilizar uma coluna ION120, obtiveram uma boa
separacdo entre as espécies utilizando NH;HCO; (pH 8) ou NH4H,PO,4 (pH 6) como
fase movel. Os autores investigaram a estabilidade das espécies, comprovando que,
se conservadas sob refrigeracdo, as espécies sao estaveis até 15 dias, exceto para

As(lll) e As(V). Os limites de deteccdo foram na ordem de 0,02 a 0,05 pg I* para
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arsénio e 5,5 pg I™* para Cr(VI).
Martinez-Bravo et al.*®
cromatografica simultanea de As(lll), As(V), MMA, DMA, Se(lV), Se(VI) e Cr(VI) em

agua e deteccdo por ICP-MS. Foi utilizada como fase movel uma solugdo de

desenvolveram um método para separacéo

NH4NOs nas concentracdes de 0,02 e 0,06 mol I'* e pH 8,7. S&o0 necessarios 14 min
para a separacdo de todas as espécies. No ajuste do sistema de separagdo foram
avaliados, a composi¢cédo da fase movel, o pH e a forca i6nica. Para a separacao foi
utilizado uma coluna de troca aniénica Hamilton PRP-X100 (250 x 4,1 mm) e volume
de injecdo de 100 pl, sendo que os limites de deteccdo para as espécies de arsénio
foram de 0,04 a 0,06 g I'!, com recuperacéo de 91 a 99%.

Day et al.'® adequaram as condicbes de separacdo para a anélise de
especiacdo de As(lll), As(V), MMA e DMA. Para a separacdo das espécies foi
utilizada uma coluna de troca anidnica (250 x 4,6 mm) e 0,002 mol I* de NaH,PO, e
0,0002 mol I'* de EDTA a pH 6 como fase mével. O tempo necessario para a
separacao das quatro espécies foi de 10 min para um volume de injecéo de 100 pl.

Van Hulle et al.'®® utilizaram colunas de troca aniénica (Hamilton PRP-
X100/(NHg4),PO, e NH4HCO; como fase movel) e troca catibnica (lonPac CS-
10/piridina como fase movel) acopladas a um instrumento de ICP-MS. Foi feita a
andlise de especiacdo de arsénio em extrato de alga, e para a confirmacdo
estrutural das espécies de arsénio, foi feita a determinagdo por ES-MS, apés
separacao prévia das espécies em uma coluna Hamilton PRP-X100 e NH4HCO3; em
metanol como fase movel. Foi possivel a identificacdo de DMA e algumas espécies
de arsenoacucares.

Zhang et al.'®

utilizaram LC para separacdo de MMA, DMA, AsB e AsC em
soro sanguineo apos digestdo por foto-oxidacdo com radiacdo UV. Os autores
utilizaram uma coluna lonPac® CS-10 com NaH,PO, e HCI como fase mével, e para
a deteccado das espécies um instrumento de HG AAS. A determinacdo das espécies
foi feita em um periodo de 10 min e com LD variando de 1,0 a 1,5 pg I, dependendo
da espécie.

Cornelis et al.**? determinaram DMA e AsB em urina liofilizada com auxilio de
LC acoplada a um sistema de HG AAS. Como forma de tratamento das amostras
para posterior deteccao, foi feita a oxidacdo das espécies organicas por meio de
radiacdo UV e com o auxilio de persulfato de sédio em meio alcalino. Foi empregada

uma coluna de troca catidnica lonPac® CS-10, e como fase mével 0,1 mol It de HCI
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e 0,05 mol I'* de NaH,PO,. Nestas condi¢cBes, os autores ndo conseguiram uma
separacéo satisfatéria entre MMA e as espécies inorganicas. A validacdo do método
foi feita com a utilizacdo de CRM's e os limites de deteccdo foram de 1,3 a 1,5 pg I™.

Vela et al.* utilizaram ASE para extracéo de As(Ill), As(V), MMA, DMA e AsB
em cenoura, para posterior separacdo das espécies em uma coluna de troca
anionica fraca. Foram otimizados parametros como, o agente dispersante, tempo de
extracdo, numero de ciclos de extracdo, tamanho de particula e temperatura de
extracdo. Foi utilizada uma coluna IC-Pak Anion HR (75 x 4,6 mm) e (NH,4).CO3 0,01
mol It a pH 10, como fase mével. A deteccdo das espécies, e determinacdo da
concentracdo total de arsénio, foram feitas em um instrumento de ICP-MS, sendo
que os LD para a andlise de especiacdo foram de 0,11 a 0,24 pg I™%.

Kohlmeyer et al.*®® desenvolveram um método para a determinacdo de
espécies inorganicas (As(lll) e As(V)) e organicas (MMA, DMA, TMA, TMAO, AsB,
AsC e varias espécies de arsenoacgucares) em peixe, mexilhdo, ostra e alga. Para a
extracdo das espécies foi utilizada uma mistura metanol:dgua, obtendo uma
eficiéncia entre 83 e 107%. Foram determinadas 17 espécies (em 15 min) apos
eluicdo por gradiente (HNO3 e um reagente par ibnico como fase movel) com a
utilizacéo de uma coluna de troca aniénica lonPac® AS7 (250 x 4 mm). A deteccdo
foi feita por ICP-MS.

Pantsar-Kallio et al.*®* propuseram um método para determinar espécies de
arsénio presentes em amostras de agua utilizando a técnica de IC-ICP-MS.
Obtiveram boa separacédo entre As(lll) e As(V), mas o método foi aplicado, também,
para a determinacao de espécies menos toxicas como MMA, DMA, AsB e AsC. Para

todas as espécies os LD foram na faixa de 0,4 a 0,5 pg I



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. INSTRUMENTACAO

As determinagbes de arsénio foram feitas por ICP-MS empregando-se um
espectrometro  da  PerkinElmer  SCIEX  (modelo  ELAN" DRC I,
http://www.perkinelmer.com, USA), equipado com nebulizador pneumatico
(Meinhard” tipo A, http://www.meinhard.com, USA) com camara de nebulizac&o
ciclénica (Glass Expansion, Inc., http://www.geicp.com, Austrdlia) e tocha com tubo
injetor de quartzo de 2 mm de diametro interno. O plasma foi gerado a partir de
argonio (99,998% de pureza, White Martins, http://www.whitemartins.com.br, Brasil).

Para a separacdo das espécies de arsénio, utilizou-se um sistema
cromatografico, composto por uma bomba quaternaria para cromatografia a liquido
(PerkinElmer, modelo Series 200 LC Pump) e um degaseificador a vacuo
(PerkinElmer, modelo Series 200 Vacuum Degasser), uma coluna de troca anionica
Dionex (lonPac” AS14, 250 x 4 mm d.., 9 um de didmetro de particula,
http://www.dionex.com, USA) e uma coluna guarda Dionex (lonPac” AG14, 50 x 4
mm d.i., 9 um de diametro de particula). Na Fig. 5 esta mostrado o esquema

instrumental LC-ICP empregado para a especiacdo de arsénio.

Figura 5. Esquema do sistema LC-ICP. 1. fase movel; 2. degaseificador a vacuo; 3. bomba

3

de LC; 4. injetor; 5. coluna guarda (troca anidnica); 6. coluna analitica (troca anibnica); 7.

tubos de PEEK; 8. nebulizador; 9. cAmara de nebulizacdo e 10. plasma.
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O pH das solucdes foi medido em potenciometro digital (Metrohm, modelo
781 pH/lon Meter, http://www.metrohm.com, Suica), com resolucdo de 0,01
unidades de pH, equipado com eletrodo de vidro combinado (Metrohm, modelo
6.0258.010) e com sensor de temperatura.

Em vista da indisponibilidade de material de referéncia certificado (CRM) com
caracteristicas semelhantes ao da amostra estudada, tanto em relacdo a
concentracdo de As total, quanto a espécies de As, foram feitas determinacdes da
concentracéo total de As por ICP-MS, por ICP OES (espectrometro da Spectro,
modelo Ciros CCD, http://www.spectro-ai.com, Alemanha) e por GF AAS
(instrumento da Analytik Jena, modelo AAS5 EA, http://www.analytik-jena.de,
Alemanha).

A determinacédo de As total por ICP OES foi feita em 189,042 nm e com vista
axial de observacdo do plasma. O equipamento € equipado com nebulizador de
fluxo cruzado (cross flow) e camara de nebulizacdo duplo passo, confeccionada em
vidro. A poténcia do plasma foi de 1500 W e as vazfes do gas principal, auxiliar e
nebulizador foram de 12, 0,95 e 1,12 | min, respectivamente. A vaz&do da solucéo
amostra foi de 1,2 ml min™. A determinacéo de As total por GF AAS foi feita a 193,7
nm e fenda espectral de 0,8 nm, empregando lampada de catodo oco como fonte de
radiacdo especifica e corretor de fundo baseado em lampada de deutério. O
programa de temperatura/tempo do forno de grafite empregado foi o seguinte:
secagem a 110 °C por 10 s com rampa de aquecimento de 2 °C s, pirdlise a 900 °C
por 45 s com rampa de aquecimento de 250 °C s, atomizac&o a 2200 °C por 10 s
com rampa de aquecimento de 3000 °C s™ e limpeza a 2500 °C por 4 s com rampa
de aquecimento de 3000 °C s™. Paladio (2 pg) foi usado como modificador para

amostras e solucdes de referéncia.

3.2. REAGENTES

A agua utilizada foi previamente destilada, deionizada em uma coluna
trocadora de fons e purificada em um sistema Milli-Q® (Millipore,

http://mww.millipore.com, USA), com resistividade de 18,2 MQ cm.
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As solugobes de referéncia para a determinagéo de As total, Ag, Al, B, Ba, Ca,
Cd, Co, Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb, S, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn, foram preparadas
a partr de solucbes estoque multi-elementares (Spex  CertiPrep®,
http://www.spexcsp.com, USA - CLMS-2 e CLMS-4 a 10 mg I em HNO; 5% Vv/v).
Foram preparadas solucdes estoque contendo 1000 mg I* de As a partir da
dissolucdo de DMA (Sigma, http://www.sigma.com, USA), As(V) (Riedel-de Haén,
http://www.riedeldehaen.com, Alemanha) e As(lll) (Merck, http://www.merck.com,
Alemanha) em &gua. Solucées estoque a 1000 mg I de As foram preparadas a
partir da dissolucéo de &cido p-arsanilico (p-ASA, Sigma) e AsB, sintetizada e cedida
por Walter Goessler (Institute for Chemistry - Analytical Chemistry, Karl Franzens

165 em aménia a 10% v/v.

Universitat Graz, Universitatsplatz 1, 8010, Graz, Austria),
Para preparar as solugbes de calibragdo do instrumento, foram feitas diluicdes
adequadas das solucdes estoque em agua, sendo estas preparadas diariamente.
Solucéo estoque de cloreto a 1000 mg I foi preparada a partir da dissolucdo de

NaCl (Merck) em agua.

A fase movel (carbonato de aménio) foi preparada, diariamente, a partir da
dissolucédo de (NH;).CO3; p.a. (Merck) em agua. O pH da fase movel foi ajustado
com acido nitico a  65%, m/iv (Carlo Erba, co6d. 408022,
http://www.carloerbareagenti.com, Itdlia), o qual foi previamente bidestilado em
sistema de sub-ebulicdo Milestone (modelo duoPUR® 2.01E,
http://www.milestonesci.com, Italia) ou ambnia com teor minimo de 25% v/v de NH3
(Merck). Para a calibracdo do potenciometro foram utilizadas solucbes tampao
(CertiPUR®, Merck) com valores de pH 4,00 + 0,02 (20 °C) e 7,00 + 0,02 (20 °C).

A coluna cromatografica foi regenerada periodicamente com solucdo de
H,SO, a 0,025 mol I, preparada a partir da diluicéo de H,SO,4 95 a 98% m/v (Synth,
http://www.synth.com.br, Brasil) em agua.'®®

3.3. MATERIAIS DIVERSOS

A injecdo das solu¢bes no cromatografo foi feita com a utilizacdo de uma
seringa (Henke-Sass Wolf GmbH, http://www.henkesasswolf.de, Alemanha) com
capacidade para 1 ml e com filtro de acetato de celulose acoplado entre a seringa e

a agulha (Alltech, http://www.alltech.nl, Holanda), com 13 mm de diametro e 0,2 pm
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de tamanho de poro. Foram utilizados tubos de poliéter éter cetona (PEEK)
(Upchurch Scientific, http://www.upchurch.com, USA) com 0,56 mm (1/16") de
diametro interno para interconectar a coluna cromatografica com a bomba de LC e o
nebulizador do instrumento de ICP-MS.

Todas as pesagens foram feitas em uma balanca eletro mecéanica (Mettler
Toledo, modelo AG245, http://de.mt.com, Alemanha) com resolucéo de 0,0001 g e
tara maxima de 245 g.

Uma centrifuga com velocidade variavel (Sigma, modelo 3k30,
http://www.sigma-zentrifugen.de, Alemanha) e com capacidade para quatro frascos
de 40 ml, foi utilizada para a separagdo dos solidos em suspensdo da amostra
estudada.

Para a determinacao de As total, a amostra foi previamente decomposta em
sistema de decomposicdo pressurizado com aquecimento por radiagdo microondas
(Anton Paar, modelo Multiwave 3000", http://www.anton-paar.com, Austria),
equipado com oito frascos de quartzo de 80 ml de capacidade. Este sistema
possibilita trabalhar com temperatura e pressdo maxima de até 280 € e 80 bar,
respectivamente, e permite controlar o tempo, temperatura, pressao e poténcia.

Para o0 armazenamento das amostras foram utilizados frascos de
polipropileno (Sarstedt, http://www.sarstedt.com, Alemanha), com fundo conico e
com capacidade méxima de 50 ml. Estes frascos foram usados sem qualquer
tratamento para limpeza.

Toda vidraria utilizada foi descontaminada por imersdo em HNO3; 20% v/v por

um periodo de, no minimo, 48 h e, posteriormente, enxaguada com agua.

3.4. AJUSTE DAS CONDICOES DE OPERACAO DO INSTRUMENT O DE ICP-MS

Foi feito um ajuste diario das condi¢des operacionais do instrumento de ICP-
MS, o que envolve o ajuste da vazdo do gas de nebulizacdo e calibracdo da lente
ibnica, quando necessario. Este ajuste foi feito através do controle da intensidade do

sinal para os fons M (monitorado através do **°In*,

cuja resposta indicada pelo
fabricante deve ser de, no minimo, 30.000 contagens s, cps), minima producédo de
fons MO* (monitorado através do sinal do fon poliatémico **°LaO", o qual deve ser

inferior a 3% em relacdo ao fon **La*) e fons M?* (razdo entre **¥*Ba*" e **Ba",
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inferior a 3%). Estes ajustes foram feitos utilizando uma solucdo contendo 1 pg I'* de
In e La e 10 ug I'* de Ba. Além disso, o ruido do instrumento deve ser inferior a 2 cps
em m/z 8,5 e m/z 220.1°" Outros ajustes como, calibragéo do detector e calibracdo
do quadrupolo (calibracdo de massa), por exemplo, sdo feitos com menor
frequéncia, mas também foram feitas quando necessario, de acordo com as
recomendacées do fabricante.’®” As condices de operacdo selecionadas para o

instrumento de ICP-MS sao mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Condi¢bes de operacao do instrumento de ICP-MS.

Poténcia RF 1400 W

Vazao de Ar: principal 15 | min™
intermediario 1,20 | min
nebulizador 1,15 I min™

“Sampler” e “Skimmer” Pt

Resolucao 0,7u

m/z monitorado 75

Varreduras/leitura 1

Replicatas 1

“Dwell time” 250 ms

Leituras/replicata 7114

Lente ibnica “Auto lens” (Off)

Modo de medida “Peak hopping”

Modo de operacéo do detector “Dual”

Modo de operagéo do instrumento Sem DRC (Standard)

Tempo morto do detector 40 ns

3.5. OTIMIZACAO DO SISTEMA LC-ICP-MS

Foram feitos diversos testes para a otimizacdo do sistema LC para ajustar as
condicbes que influenciam na separacdo das espécies de As. Um ajuste mais
minucioso foi feito em funcdo do numero de espécies de arsénio presentes nas
solucdes de referéncia (cinco espécies) e, principalmente, na amostra, cujo objetivo
foi a separacdo adequada das espécies no menor tempo possivel. Com a finalidade

de obter essas condi¢cOes para a quantificacdo das espécies de As foram avaliados
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parametros como, tipo de eluicdo (por gradiente ou isocratica), pH, vazdo e
concentracdo da fase movel. Estes parAmetros foram estudados de forma univariada

com a utilizacéo de soluces contendo 10 pg I de As para cada espécie.

3.5.1. Escolha da vazéo e concentracdo da fase move |

Os testes iniciais para a separacdo dos compostos de arsénio (As(lll), As(V),
AsB, p-ASA e DMA) foram feitos tomando-se, como referéncia, as condigoes
empregadas por B’'Hymer e Caruso,>’ os quais envolveram a avaliacdo da vazao, do
pH e da concentracdo da fase mével.

Como condic&o inicial utilizou-se vaz&o de 1,0 ml min™, pH 8,5 da fase mével
e eluicdo isocratica com o seguinte programa: 100% da fase mével A (0,015 mol I*
de (NH,),COs) durante 7 min e 100% da fase mével B (0,05 mol I de (NH4),COs)
durante os 23 min restantes. Posteriormente, foi avaliada a influéncia da
concentracdo da fase mével de 0,0015 a 0,015 mol I'* durante os 7 min iniciais e de
0,005 a 0,05 mol I* durante os 23 min finais da etapa de eluicdo. Para cada
concentracdo testada, variou-se a vazdo de 0,6 a 1,6 ml min®. Neste caso,
excepcionalmente, foram utilizadas solucées contendo 50 pg I de arsénio de cada
espécie. A concentracdo da fase mével e os tempos utilizados nestes experimentos

foram escolhidos em fungéo da separagdo das espécies de As.
3.5.2. Separacdo e identificacdo das espécies de ar  sénio

Para a separacéo e identificacdo das cinco espécies de arsénio estudadas
(AsB, As(lll), As(V), DMA, e p-ASA) foram determinados os tempos de retencao de

cada espécie separadamente empregando solucdes contendo as espécies

individualmente e solu¢des mistas (contendo as cinco espécies de arsénio).

3.5.3. Estudo da influéncia do pH da fase mével
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Apés a separacdo cromatogréfica e identificagdo de cada uma das cinco
espécies de arsénio, foi feito um estudo para avaliar a influéncia do pH da fase
movel na faixa de 7 a 10 na separacao, tempo de retencdo e ordem de eluicdo das

espécies.

3.5.4. Estudo da influéncia da vazao da fase movel

A vazdo da fase mével foi variada entre 0,8 e 1,6 ml min™ para verificar a sua
influencia na separacdo e resolucdo dos sinais das cinco espécies de arsénio

estudadas.

3.5.5. Estudo da influéncia da concentracdo da fase movel

Para avaliar a influéncia da concentracdo da fase movel na separacdo das
espécies de As, a etapa de eluicdo (previamente estabelecida como 30 min através
de testes prévios) foi dividida em duas etapas. A primeira etapa consiste na variacao
da concentracéo da fase mével entre 0,0005 e 0,004 mol I* durante os 5 min iniciais.
A segunda etapa consiste na variacdo da concentracdo da fase movel entre 0,002 a
0,018 mol I'* no intervalo entre 5 e 15 min. Para uma melhor separacéo entre as
espécies, foi adicionada mais uma etapa, e os intervalos de tempo referentes a cada

etapa foram modificados para 10 min cada.

3.5.6. Condicionamento da coluna cromatogréfica

Apos o final de cada etapa de eluicdo, verificou-se que era necessaria uma
etapa de condicionamento da coluna cromatogréafica, uma vez que foi observado que
a separacao nao era reprodutivel quando néo era feito o condicionamento da coluna.
Para tal, o tempo de condicionamento foi avaliado passando-se a fase movel pela

coluna em diferentes intervalos de tempo (até no maximo 30 min).

3.6. AMOSTRA
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A amostra de subproduto aquoso do processo de pirélise do folhelho
betuminoso foi coletada em frasco de vidro ambar e armazenada sob refrigeracéo a

4 °C e ao abrigo da luz.

3.6.1. Tratamento preliminar da amostra

Em funcdo da presenca de solidos (em suspensdo e sedimentados) na
amostra, a mesma foi agitada para homogeneizacdo e deixada em repouso por uma
hora para separacdo dos solidos sedimentaveis. Parte da fracdo sobrenadante foi
transferida para frasco de polipropileno de 50 ml e centrifugada por 10 min a 10000
rpm, para remocédo dos sélidos suspensos. A solucdo obtida apds centrifugacgéo foi

filtrada em filtro de acetato de celulose com porosidade média de 0,45 pm.*®®

3.6.2. Caracterizacdo da amostra

Inicialmente foram determinados o pH, o teor de sdlidos totais (STS),
demanda quimica de oxigénio (DQQO) e OD oxigénio dissolvido (OD), na amostra
estudada empregando metodologias oficiais.'®® Também foram determinadas as
concentracOes de Ag, Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Cl, Co, Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb,
S, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn, diretamente na amostra nao filtrada, centrifugada e filtrada,
bem como apoOs a sua decomposicdo em sistema fechado em forno de microondas.
Para a decomposicdo da amostra, foram transferidos 5 ml de HNOg3 para os frascos
de quartzo do forno de microondas e adicionados 10 ml de amostra, e 1 ml de H,O,
concentrado. A mistura foi submetida ao seguinte programa de tempo e poténcia da
radiacdo microondas: 10 min de rampa a 1200 W + 5 min a 1200 W. Apds o
arrefecimento dos frascos, a solucéo foi transferida para frascos de polipropileno e o
volume aferido a 50 ml com &gua. A determinacdo de arsénio total foi feita por ICP-
MS e ICP OES e GF AAS.

3.6.3. Andlise de especiacao de arsénio
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Para a andlise de especiacdo de arsénio, a qual envolve a separacdo e a
quantificacdo das espécies, foi utilizado um cromatografo a liquido acoplado a um
espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS),
conforme estd representado na Fig. 6. O volume de injecdo das solugbes de
referéncia e amostras foi fixado em 200 pl.*®°

Na Fig. 6 estda mostrado o fluxograma das principais etapas envolvidas na
determinacdo da concentracdo total de arsénio e na analise de especiacao de

arsénio no subproduto aquoso do processo de pirdlise do folhelho betuminoso.

Amostra

Repouso H Homogeneizagéo H Decomposigao

Centrifugacao Diluicéo Diluicédo

l sobrenadante
: . Determinacéao
Filtracao b Diluicao b

lg ¢ de As total

Diluicdo

|

Andlise de
especiacao
de As

Figura 6. Procedimento geral do preparo da amostra para a determinagdo da concentragcéo
total e andlise de especiacdo de arsénio no subproduto aquoso do processo de pirdlise do

folhelho betuminoso.

3.6.3.1. Estudo de interferéncias espectrais na det erminagdo de arsénio por
LC-ICP-MS
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Dentre os interferentes existentes na determinacéo de arsénio por ICP-MS, o
cloreto é um dos principais, devido & formacéo de “°Ar*>CI*, m/z 75.1%° Desta forma,
foi estuda a possivel interferéncia do cloreto na determinacdo das espécies de
arsénio, avaliando-se concentracdes entre 10 mg I* e 5000 mg I'* de CI. O estudo

foi feito injetando 200 pul de solugéo contendo o interferente na auséncia de As.

3.6.3.2. Validac&do do método proposto para analise  de especiacao de arsénio

O método proposto foi validado através de teste de recuperacao das espécies
de arsénio estudadas (As(lll), As(V), AsB, p-ASA e DMA) no subproduto aquoso do
processo de pirdlise do folhelho betuminoso. As espécies de arsénio foram
adicionadas antes de haver qualquer tipo de tratamento na amostra, com a
finalidade de avaliar a influéncia sobre as espécies de As envolvendo todas as
etapas do procedimento. Para avaliar a recuperagéo das espécies de arsénio, foram
adicionadas diferentes concentracdes de cada espécie, dependendo da diluicdo
empregada (amostra concentrada ou diluida 10 vezes) e da concentracdo de cada

espécie de arsénio determinada previamente.



4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO DO SUBPRODUTO AQUOSO DO PROCESS O DE
PIROLISE DO FOLHELHO BETUMINOSO

Antes de se fazer a andlise de especiacdo h& a necessidade de conhecer os
constituintes majoritarios presentes na amostra, a fim de poder avaliar as possiveis
fontes de interferéncias, riscos de conversao entre as espécies de As por processos
de oxidacdo, reducdo ou acdo de microorganismos, entre outros problemas que
podem ocorrer com a amostra ou com o processo de separacdo e quantificacéo.?
Devido as caracteristicas da amostra (subproduto aquoso do processo de pirolise do
folhelho betuminoso, cujo aspecto visual € escuro e turvo), fez-se uma andlise dos
constituintes principais, bem como uma caracterizacdo fisico-quimica da amostra,

conforme mostrado nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do subproduto aquoso do processo de pirdlise do

folhelho betuminoso in natura.

Amostra “in natura”

oH 10,1
Cor (mg I'* Pt-Co) 2550
Turbidez (UT) 15,8
Condutividade (mS cm™) 2,2

OD (mg I')* 76+0,5
DQO (mg I')* 3121 + 146
Solidos Totais (mg I™)* 1066 + 139
Carbono (%)* 0,6+0,1
Nitrogénio (%)* 0,3+0,1

* Os valores correspondem a média e o desvio padrdo, paran = 3.
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Tabela 3. Resultados da determinacdo de elementos majoritarios e minoritarios do
subproduto aguoso sem pré-tratamento e apOs etapas de centrifugacdo e

filtrac&o.

Amostra “in natura” Amostra centrifugada e filtrada

Concentracdio (ug I'Y) RSD (%) Concentracdo (ug ") RSD (%)

Ag® 0,37 £ 0,03 8,1 0,46 + 0,10 2,2
AlP 228 +2 0,7 96,8 +5,0 5,2
B? 343 +16 4,7 340 +50 14,6
Ba? 27,4 +1,7 6,2 19,9+4,2 21,1
ca’ 437 +9 2,0 402 + 35 8,8
Cd? < 0,01 - < 0,01 -
cP 1039 + 102 9,8 1142 + 148 13,0
Co? 0,16 + 0,05 31,2 0,16 + 0,04 25,0
Cr? < 0,05 - < 0,05 -
FeP 146 + 4 2,4 74,4 + 15,3 20,6
Li? < 0,01 - < 0,01 -
KP 420 +13 3,1 441 + 10 2.4
Mg? 236 + 12 5,2 189 + 23 12,0
Mn? 6,1+1,5 24.6 49+1,72 24,5
NaP® 3257 + 143 4,4 3020 + 92 3,0
Ni? 22+15 68,2 25+0,2 8,0
pP <25 - <25 -
Pb? 1,1+0,1 9,1 0,26 + 0,10 38,5
sP 199322 + 5780 2,9 189456 + 7825 4,1
Se? 1279 + 16 1,3 1305 + 68 5,2
SiP 1663 + 205 12,3 1715 + 42 2,4
Sr? 16,8 +1,5 8,9 16,9+0,1 0,6
Ti? <0,5 - <05 -
Ve 22+0,3 13,6 2,1+0,3 14,3
Zn? 57,4+272 3,8 50,4 +5,8 11,5

Os valores correspondem a média e o desvio padréo, para n = 3.
@ Determinacdes feitas por ICP-MS.

® Determinacdes feitas por ICP OES.

¢ Desvio padréo relativo.

Para a determinacdo da concentracdo de arsénio total na amostra, foram
utilizadas as técnicas de ICP-MS, ICP OES e GF AAS. Os resultados estédo

mostrados na Tabela 4. Como pode ser observado, os valores obtidos sdo da
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mesma ordem de grandeza. Os resultados um pouco mais elevados obtidos por
ICP-MS e ICP OES para as amostras ndo decompostas pode ser devido ao efeito do

carbono presente na amostra.*”

Tabela 4. Resultados obtidos na determinacdo de arsénio total por ICP-MS, ICP OES e GF

AAS.
Amostras ICP-MS ICP OES GF AAS
As RSD As RSD As RSD
(mg I') (%)* (mg I') (%)* (mg I") (%)*
Decomposta 2,8+0,2 7 2,8+0,2 7 3,001 3
“in natura” 30+0,1 3 3,0+04 13 25+0,1 4
Centrifugada e filtrada 3,1 %0,2 6 3,1+0,2 6 25+0,1 4

Os valores correspondem a média e o desvio padréo, para n = 3.
*RSD = desvio padréo.

4.2. AJUSTE DO SISTEMA LC-ICP-MS

4.2.1. Ajuste do instrumento de ICP-MS

Inicialmente, o instrumento de ICP-MS foi ajustado, no modo convencional de
introducdo de solugbes (nebulizacdo pneumatica), com a finalidade de obter o
maximo de intensidade para fons M* e minima producdo de fons M** (monitorado
pela razdo Ba®**/Ba* < 3%) e MO" (monitorado pela razdo LaO*/La* < 3%). Esse
ajuste foi feito diariamente utilizando solucdes de referéncia de concentracéo
conhecida (item 3.4. Ajuste das condi¢des de operacao do instrumento de ICP-MS).

Quando o LC foi acoplado ao instrumento de ICP-MS, a otimizacdo de cada
parametro foi feita separadamente, onde a vazdo da solucdo a ser introduzida no
nebulizador foi fixada em 1,5 ml min™ e a poténcia da radiofreqiiéncia em 1400 W.
Esse valor de poténcia mais elevado, em relacdo a poténcia geralmente usada (~
1100 W), é aplicado devido ao potencial de ionizacéo relativamente alto do As (9,8
eV) quando comparado ao potencial de ioniza¢do de outros elementos (em torno de
70% possuem potencial de ionizacdo inferior a 9 eV**%). A vazdo do gas de
nebulizacdo foi avaliada de 0,9 a 1,4 ml min?, e fixada em 1,16 ml min™,

considerando a vazao onde se obteve a maior intensidade do sinal para as espécies
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de As. A calibracdo da lente idnica foi feita com uma solucéo contendo 10 pg I de
As. A diferenca de potencial aplicado a lente ibnica para melhor transmissao do As,
onde é obtido maxima intensidade de sinal, € em torno de 7 V.

4.2.2. Escolha da vazéo e concentracdo da fase move |

A escolha da fase mével adequada é dependente, principalmente, do tipo de
coluna, das espécies a serem separadas e do tipo de detector. Em separacdes
cromatograficas utilizando troca ibnica e ICP-MS como detector, varios tipos e
composicbes de fase mével podem ser usados. O tampédo fosfato (NaH,PO, +
NaHPO,.7H,0) é muito empregado, apesar da grande quantidade de residuos que
sdo formados (depositados) na interface do instrumento (cone de amostragem,
skimmer e lente iénica) do instrumento.*”*'"? Tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS)
também é utilizado como fase movel, porém com menor freqiéncia, mesmo
causando baixo ruido instrumental e, relativamente, baixa deposicao de residuos na
interface do instrumento.!’* Outra fase moével bastante utilizada é o carbonato de
amonio, que além da capacidade de separar eficientemente compostos de arsénio,
praticamente ndo deixa residuo na interface do equipamento, sendo transformado,
no plasma, em diéxido de carbono e agua.’’'”® Por essa razdo, o carbonato de
amonio foi escolhido como fase moével. *’

Inicialmente, a etapa de eluicao foi feita de acordo com o seguinte programa:
primeira etapa corresponde a 7 min de eluicdo com a fase mével A (0,015 mol I'* de
(NH4)2CO3) e a segunda etapa corresponde a 23 min com a fase mével B (0,05 mol
I* de (NH,),COs), em pH 8,5, condicdo esta, muito semelhante & utilizada por
B’Hymer e Caruso.>’ Na Fig. 7, pode-se observar que ndo ocorre uma boa
separacdo entre as trés primeiras espécies, possivelmente devido ao tamanho de
coluna utilizada pelos autores (Hamilton PRP-X100, 150 x 4,1 mm d.i.) ser diferente
da utilizada neste trabalho (Dionex lonPac® AS14 250 x 4,1 mm d.i.), apesar da fase

estacionaria de ambas as colunas ser do mesmo material (-NR3z").
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Figura 7. Cromatograma obtido a partir de uma solugcédo contendo As(lll), As(V), DMA, p-
ASA e AsB, na concentracdo de 50 ug I (como As) de cada espécie, com injecéo de 200 pl.
Eluicdio isocrética a pH 8,5 e vaz&o da fase mével de 0,8 ml min™. Programa de eluicdo: 7
min a 0,015 mol I'* de (NH,),COs; e 23 min a 0,05 mol I'* de (NH,),COs.

De acordo com a Fig. 7, pode-se observar que, possivelmente, ha maior
interacdo das espécies se As com a fase movel do que com a fase estacionaria,
onde a separacdo das espécies é prejudicada devido a alta concentracdo da fase
movel. Em vista disso, fez-se uma avaliagdo das concentracdes de ambas as fases
moveis, bem como a vazao da fase movel.

A vazdo da fase mével foi variada de 0,6 a 1,6 ml min™. Ao mesmo tempo,
foram feitos estudos diminuindo gradativamente a concentragdo da fase movel, mas
sempre mantendo a proporcdo e o tempo utilizados nas duas etapas do programa
de eluicdo, conforme as condi¢cdes citadas anteriormente. Foram avaliadas as
seguintes concentracdes da fase mdvel na primeira e na segunda etapa da eluicéo:
0,012 e 0,04 mol I'; 0,009 e 0,03 mol I'; 0,006 e 0,02 mol I'; 0,003 e 0,01 mol I'";
0,0015 e 0,005 mol I'* de (NH,),COs, respectivamente.

Conforme demonstrado na Fig. 8, a utilizacdo de vazbes mais elevadas faz
com que se tenha uma melhor resolucéo entre as espécies e um menor tempo de

[ 171

eluicdo. Da mesma forma, Milstein et a escolheram a vaz&o de 1,5 ml min™, apés

ser feita a variacdo de 1,0 a 1,5 ml min™’. Por essa razao, fixou-se a vazdo em 1,4 ml
min? para estudos posteriores, porém, este parametro foi ajustado mais

detalhadamente conforme descrito no item 4.2.5. Ajuste da vazao da fase movel.
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Figura 8. Influéncia da concentracdo e vazado da fase mével na separacao das espécies de
As. (a) vazéo de 0,8 ml min™ e (b) vaz&o de 1,4 ml min™. Injecdo de 200 pl de solucdo mista
contendo 10 pg I (como As) das espécies AsB, As(lll), DMA, p-ASA e As(V) e eluicéo
isocratica em pH 8,5. Programa de eluicdo: 7 min a 0,003 mol I* de (NH,),CO; e 23 min a
0,01 mol I de (NH,),COs; (c) vazdo de 0,8 ml min* e (d) vazdo de 1,4 ml min* com
programa de eluicdo: 7 min a 0,0015 mol I* de (NH,),CO; e 23 min a 0,005 mol I'* de
(NH,).COs.

Comparando-se as Fig. 7 e Fig. 8, pode-se perceber que o modo de eluigao
isocratico com mais de uma etapa (utilizacdo de diferentes concentracdes em cada
etapa) € o mais adequado quando comparado ao modo de eluicdo isocratico com
uma Unica etapa (concentracdo constante durante toda eluicdo). Se for utilizada uma
concentracdo igual ou inferior a 0,003 mol I'* de (NH,),COs durante os 30 min da
etapa de eluicdo (concentracdo constante), as trés primeiras espécies sao eluidas
com uma boa resolucdo, porém, as duas espécies restantes serdo eluidas em um
periodo relativamente longo. Por outro lado, se for utilizada uma concentracao
superior a 0,003 mol I'* (concentracéo constante) durante os 30 min da etapa de

eluicdo, as trés primeiras espécies ndo sdo separadas adequadamente. Este fato
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comprova a necessidade da utilizagdo da eluicao isocratica com mais de uma etapa,
que além de proporcionar boa resolucéo, diminui os tempos de retenc&o.?

Apos serem feitos os estudos relativos a concentracdo e vazdo da fase
moével, foi fixado o valor de 1,4 ml min™ para a vazdo da fase mével, conforme Fig. 8
(b) e (d). Também foi estabelecido que na primeira etapa (7 min iniciais) a
concentracdo mais adequada foi de 0,0015 mol I e para a segunda etapa (23 min
finais) a concentracéo foi fixada em 0,02 mol I*. Assim, os estudos subseqiientes

foram feitos com as condi¢cdes semelhantes as utilizadas na Fig. 8 (b).

4.2.3. Identificacdo das espécies de arsénio

Apéds a otimizagdo prévia das condi¢cdes de vazdo e concentracdo da fase
movel, houve a necessidade da identificacdo e determinacdo do tempo de retencéo
de cada espécie para os estudos posteriores. Para isso, foi injetada uma solucao de
referéncia contendo As(lll), As(V), DMA, p-ASA e AsB na concentracéo de 10 pg I*
(como As) de cada espécie, e em seguida foram injetadas solucbes de referéncia
contendo 10 pg I'* de As de cada espécie separadamente, como demonstrado na
Fig. 9. A partir destes dados, foi possivel estabelecer a ordem de eluicdo das
espécies em fungcdo do tempo de retencdo. A ordem de eluigcdo (em minutos, n = 3)
com seu respectivo desvio padrao foi a seguinte: AsB 1,51 + 0,01; As(lll) 3,01 +
0,06; DMA 7,57 + 0,01; p-ASA 12,05 + 0,02; As(V) 13,38 + 0,03 min. Com a
adequacao das condi¢cdes de separacdo, apOs a injecdo da solucdo mista de As
(Fig. 9 (a)), percebe-se que o tempo necessario para a eluicdo de todas as espécies
pode ser reduzido para até 15 min.
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Figura 9. Cromatogramas obtidos a partir de (a) uma solucdo mista de As(lll), As(V), DMA,

p-ASA e AsB, com concentracdo de 10 pg I'* (como As) de cada espécie; (b) solucdo de

referéncia de AsB; (c) solucéo de referéncia de As(lll); (d) solucdo de referéncia de DMA; (e)

solucéo de referéncia de p-ASA; (f) solucao de referéncia de As(V). Eluigcéo isocratica em pH

8,5 e vazdo da fase moével de 1,4 ml min™. Programa de eluicdo: 7 min a 0,0015 mol I"* de

(NH,),CO5 e 13 min a 0,02 mol I'* de (NH,),COs. Injecéo de 200 pl de cada solucéo.

4.2.4. Influéncia do pH da fase mével
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A escolha das caracteristicas do sistema de separacdo em cromatografia de
ions baseia-se nas caracteristicas fisico-quimicas, como propriedades acido-base
(valores de pK,), polaridade e solubilidade das espécies a serem separadas.*’® Para
a analise de especiacdo de arsénio, o pH € um dos principais parametros que
exerce influéncia na separacdo das espécies. Quando (NH,4),CO3 é utilizado como
fase moével, a faixa de pH comumente utilizada é entre 8 e 10.3"*"1"® Em vista
disso, o pH da fase movel foi variado de 7 a 10, cujo efeito na separacdo das

espécies de arsénio € mostrado na Fig. 10.
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Figura 10. Efeito do pH da fase movel na separacéo das espécies. (a) pH 7; (b) pH 8; (c) pH

9; (d) pH 10. Eluicao isocrética e vaz&do da fase mével de 1,4 ml min™. Programa de eluic&o:
7 min a 0,0015 mol I"* de (NH,),CO3 e 13 min a 0,02 mol I"* de (NH,),COs. Injecéo de 200
de solug&o mista com 10 pg I'* (como As) de AsB, As(lll), DMA, p-ASA e As(V).

Com a fase movel em pH 7 (Fig. 10 (a)), ocorre a protonacdo do As(lll),
formando acido arsenoso (pKa: 9,23). Uma vez protonado, sua interagdo com a
coluna é reduzida, sendo eluido praticamente no mesmo tempo que a AsB. A AsB é

uma espécie neutra, e é eluida sem qualquer interacdo com a fase estacionaria, fato
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este, que dificulta a separacdo entre as espécies de As(lll) e AsB neste pH. O
mesmo efeito foi observado por Lintschinger et al..’®® Desta forma, utilizaram
hidroxido de tetrametilaménio no inicio da eluicdo para promover a desprotonacao
do &acido arsenoso.

Com o aumento do pH (Fig. 10 (b), (c) e (d)), a dissociac¢édo do 4cido arsenoso
é favorecida, que interage mais fortemente com a fase estacionaria em relacdo ao
acido dimetilarsénico (pKa1 1,3 e pKa2 6,2). Um efeito semelhante ao citado
anteriormente ocorre com as espécies de acido p-arsanilico e acido arsénico. Com o
aumento de pH, aumenta também a dissociacdo do acido arsénico (pKai 2,2; pKaz
6,9 e pKys 11,5), consequentemente, interagindo mais fortemente com a
coluna.153’173

ApOs a averiguacdo dos resultados com relacdo ao pH da solugdo que
propicia melhor separacdo das espécies de arsénio, optou-se por valores de pH
entre 8 e 9. Porém, em razdo da diferenca nos tempos de retencdo, quando
comparados os dois valores de pH, houve a necessidade de um ajuste mais
detalhado. Assim, o efeito do pH da fase mével foi avaliado utilizando valores de 8,2;
8,4; 8,6 e 8,8. Na Fig. 11 estdo apresentados os valores de pH que proporcionaram
uma melhor separacdo entre as espécies. Foi escolhido o pH 8,7 em funcdo de
proporcionar uma boa resolucéo, principalmente entre a AsB, As(lll) e DMA, e um

tempo ndo muito longo para a eluicdo de todos 0os compostos.
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Figura 11. Influéncia do pH da fase movel na separacédo das espécies de arsénio. (a) pH 8,6
e (b) pH 8,8. Eluicéo isocratica e vaz&do da fase mével de 1,4 ml min™. Programa de eluic&o:
7 min a 0,0015 mol I'* de (NH,4),CO; e 13 min a 0,02 mol I de (NH,),COs. Injecéo de 200 pl
de solug&o mista com 10 pg I'* (como As) de AsB, As(lll), DMA, p-ASA e As(V).
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4.2.5. Ajuste da vazao da fase movel

Diferentes vazées de fase moével, de 0,8 até 1,6 ml min, sdo normalmente

empregadas em LC.*"!*"* Sendo assim, apds terem sido feitos os ajustes dos

parametros que mais influenciam na separacéo, foi otimizada a vazdo da fase

movel, de maneira que se obtenha um cromatograma com uma boa resolucao entre

as espécies de arsénio e com o menor tempo. A vazéo foi variada de 0,8 a 1,6 ml

min™, utilizando condicbes pré-estabelecidas. Na Fig. 12 estdo demonstrados alguns

dos resultados obtidos com as diferentes vazbes e o0s efeitos causados na

separacédo das espécies.
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Figura 12. Efeito da vazao da fase mdvel na separacéo das espécies de arsénio. (a) 0,8 ml

min™; (b) 1,0 mI min™; (¢) 1,2 ml min™; (d) 1,4 ml min™; (e) 1,6 ml min™. Elui¢do isocréatica em
pH 8,7 com o programa: 7 min a 0,0015 mol I* de (NH,),CO; e 18 min a 0,02 mol I de

(NH4),COs. Injecéo de 200 pl de solu¢do mista com 10 pg I* (como As) de AsB, As(lll),
DMA, p-ASA e As(V).
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Foi selecionada a vazdo de 1,5 ml min™ por levar & menores tempos de
retencdo das espécies de arsénio (30% em média, em relacdo a vazéo de 1,0 ml
min™), além de apresentar sinais com melhor perfil (picos menos alargados).

Uma vez que a otimizacdo da metodologia foi feita empregando solucdes de
referéncia, houve a necessidade de verificar o comportamento das espécies de As
presente amostra perante estas condi¢cdes. Para tal, a amostra foi injetada no
cromatografo sem diluicdo e apds ter sofrido o tratamento preliminar conforme
descrito no item 3.6.1. Tratamento preliminar da amostra. Na Fig. 13 esta o

cromatograma da amostra de subproduto aquoso do processo de pirélise do folhelho

betuminoso.
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Figura 13. Cromatograma obtido a partir da amostra de subproduto aquoso do processo de
pirélise do folhelho betuminoso nas condigbes previamente otimizadas. (a) amostra
centrifugada, filtrada e sem diluicdo; (b) cromatograma (a) ampliado 50 vezes. Eluicdo
isocratica e vazdo da fase mével de 1,5 ml min™®: 7 min a 0,0015 mol I de (NH,4).CO; e 18

min a 0,02 mol I"* de (NH,),COs, ambos em pH 8,7. Injec&o de 200 pl de amostra.

A partir da Fig. 13, é possivel perceber que ha uma grande quantidade de
espécies de arsénio na amostra, e devido a sobreposicdo de sinais foi necessario
fazer um novo ajuste das condi¢cdes para uma melhor separacdo das espécies de
arsénio. Para tal, um programa de eluicdo em que a concentracdo da fase movel
aumente de forma gradual e mais lentamente, quando comparado ao programa pré-
estabelecido (7 min a 0,0015 mol I* de (NH4),CO;3; e 18 min a 0,02 mol I* de
(NH4).CO3), foi avaliado. Conforme pode ser observado na Fig. 13 (b) (ampliagéo de
50 vezes), € possivel notar que, em funcéo das varias espécies de As presentes na

amostra, principalmente entre o intervalo de 10 a 20 min, a resolucdo entre as
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espécies foi prejudicada, havendo a necessidade de uma modificagdo no programa

de eluigao.

4.2.6. Ajuste da concentracdo da fase mével

A concentracdo da fase mével € um pardmetro muito importante,
principalmente nos casos em que varias espécies com caracteristicas semelhantes
de um mesmo elemento estdo presentes na amostra.’®® Em vista da dificuldade de
separacao entre as espécies de arsénio na amostra em estudo, o programa de
eluicdo foi modificado. Conforme mencionado, 0 programa pré-estabelecido
consistia de duas etapas, sendo que na primeira a eluicdo era feita com 0,0015 mol
It de (NH.),CO5 durante os 7 min iniciais e, nos 18 min restantes, a concentracdo
era elevada para 0,02 mol I* de (NH4),COs. Nesse programa o aumento brusco na
concentracdo da fase mével de 0,0015 mol I* para 0,02 mol I, faz com que
aumente a interacdo das espécies de arsénio com a fase moével, influenciando
diretamente na separacdo das espécies presentes na amostra (periodo entre 10 e
20 min de eluicdo). O mesmo efeito devido ao aumento da concentracdo da fase
movel também foi observado para as solugdes de referéncia, para a separacéo entre
p-ASA e As(V), conforme pode ser observado na Fig. 14.
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Figura 14. Cromatograma obtido quando a eluicdo é feita em duas etapas. Eluicao
isocratica em pH 8,7 e vaz&o da fase movel de 1,5 ml min™. Programa de eluicdo: 7 min a
0,0015 mol I'* de (NH4),CO; e 13 min a 0,02 mol I* de (NH,),COs. Injecédo de 200 pl de
solucéo de referéncia mista com 10 pg I (como As) de AsB, As(lll), DMA, p-ASA e As(V).
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Sendo assim, foi avaliado um programa de eluigdo constituido por trés etapas
de 10 min cada, a fim de melhorar a resolucdo a partir dos 10 min iniciais de eluicéo.
Na primeira etapa foi apenas alterado o tempo (10 min), sendo que a concentragcao
da fase mével continuou sendo de 0,0015 mol I* de (NH4).CO3. Na segunda etapa
também foi utilizado o tempo de 10 min, avaliando-se as concentra¢des de 0,005;
0,0075; 0,01; 0,0125 e 0,015 mol I*, conforme demonstrado na Fig. 15 (est&o
demonstradas apenas trés das cinco concentracfes testadas). Na terceira etapa a

concentracdo foi mantida constante em 0,02 mol I"* durante os 10 min finais.
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Figura 15. Efeito da concentragdo da fase movel na segunda etapa da eluicdo sobre a
separacéo das espécies de arsénio. Sendo (a) 0,005 mol I'*; (b) 0,01 mol I'*; (c) 0,015 mol I
a concentracdo da fase mével na segunda etapa da eluicdo. Eluicdo isocratica em pH 8,7 e
vazdo da fase mével de 1,5 ml min™. Programa de eluicdo: 10 min a 0,0015 mol I'* de
(NH4),CO; 10 min a 0,02 mol I'* de (NH,),COs. Injecdo de 200 pl de solucéo de referéncia
mista com 10 pg I (como As) de AsB, As(lll), DMA, p-ASA e As(V).



Apresentacéo e Discussdo dos Resultados 64

Conforme a Fig. 15 (a), percebe-se que utilizando 0,005 mol I'* de (NH,),COs
na segunda etapa, as espécies p-ASA e As(V) tem um elevado tempo de retencao,
decorrente da sua forte interacdo com a fase estacionaria e baixa concentracdo da
fase movel. Utilizando a concentracdo em torno de 0,01 mol I'* de (NH4),CO3 na
segunda etapa, nota-se que h4 uma boa separacao entre o p-ASA e o0 As(V). Desta
forma, a amostra foi novamente injetada no cromatografo (Fig. 16 (a) e (b)), com a

finalidade de avaliar seu comportamento perante essas condic¢es.
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Figura 16. Cromatograma obtido a partir do subproduto aquoso do processo de pirdlise do
folhelho betuminoso. Injecdo de 200 pl da amostra diluida 10 vezes, onde (a) corresponde a
amostra centrifugada e filtrada e diluida em (NH,4),CO5; 0,0015 mol I'*; (b) cromatograma (a)
ampliado 40 vezes. Elui¢o isocratica em pH 8,7 e vazdo da fase mével de 1,5 ml min™.
Programa de eluicdo: 10 min a 0,0015 mol I* de (NH,),COs;, 10 min a 0,012 mol I* de
(NH,4)2CO3 e 10 min a 0,02 mol It de (NH,).CO:s.

Ao comparar a analise da amostra sem diluicdo e, também, com diluicdo (em
(NH.)>CO3 0,0015 mol I'!) de 10 vezes, percebeu-se que as espécies presentes nos
cromatogramas obtidos sem e com diluicdo, ndo apresentavam diferenca no nimero
de espécies. Apesar da diminuicdo na intensidade dos sinais para as amostras
diluidas, ainda foi possivel fazer a quantificagéo.

Na Tabela 5 estd mostrado o programa de eluicdo apds ajustados todos os

parametros cromatograficos.
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Tabela 5. Caracteristicas gerais do programa de eluicdo apos otimizacdo das condi¢des.

Vazéo da fase mével ((NH,),COs) de 1,5 ml min™ e em pH 8,7.

Tempo (min)  Concentracdo (mol ")

Etapa 1 10 0,0015
Etapa 2 10 0,012
Etapa 3 10 0,02

4.2.7. Condicionamento da coluna cromatografica

Foi verificando que para uma boa reprodutibilidade nos tempos de retencéo
entre as eluicdes, é necessario que seja adotada uma etapa de condicionamento da
coluna para que 0O sistema se torne estavel para a proxima andlise. Esse
procedimento é feito, principalmente, se a fase movel utilizada no inicio da elui¢cao
possuir concentracdo inferior a concentracdo da fase movel no final da eluicdo
anterior.'®® Como esse é o modo de eluicéo utilizado, foram estudados tempos de

condicionamento da coluna entre 0 e 15 min, conforme mostrado na Fig. 17.
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Figura 17. Influéncia do tempo de condicionamento da coluna sobre o tempo de retencdo
das espécies. Eluigio isocratica em pH 8,7 e vazéo da fase mével de 1,5 ml min™. Programa
de eluicdo: 10 min a 0,0015 mol I de (NH,),CO3, 10 min a 0,012 mol I'* de (NH,),CO; e 10
min a 0,02 mol I'* de (NH,),COs. Injecéo de 200 pl de solucéo de referéncia mista com 10 pg
I (como As) de AsB, As(lll), DMA, p-ASA e As(V).

Conforme mostrado na Fig. 17, fica evidenciada a necessidade de uma etapa

de condicionamento da coluna entre as eluicbes. A alteracdo nos tempos de
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retencdo € mais visivel quando se utilizam curtos intervalos de tempo de
condicionamento da coluna (até 5 min). Este fato pode ser explicado, possivelmente,
em funcéo de que a fase movel da eluicdo anterior ndo tenha saido completamente
da coluna em periodos de tempo mais curtos. O tempo inadequado de
condicionamento pode acarretar em dificuldades na separacdo das espécies de
arsénio e reprodutibilidade dos tempos de retencdo, principalmente entre as
espécies AsB, As(lll) e DMA.

4.2.8. Estudo de interferéncias espectrais na deter minacgéo de arsénio por ICP-
MS

A determinacéo de arsénio por ICP-MS, assim como outros elementos, pode
ser prejudicada por interferéncias causadas por ions poliatbmicos. Esse tipo de
interferéncia pode ocorrer em funcdo da matriz da amostra, de reagentes utilizados
no preparo da amostra ou de espécies geradas no plasma por combinacdo com 0s

14414617 Dentre os interferentes (por exemplo, *°Ar¥K*

gases atmosféricos.
Bcal®0,", #Na*c*Art, *°Co®0*, *°Ar**Ar'H"), no caso da determinacdo de
arsénio, o cloreto é um dos mais severos, devido a formacdo de “°Ar**CI" (m/z
75).169

Desta forma, foi estuda a possivel interferéncia do cloreto durante a
determinacdo das espécies de arsénio, avaliando concentracdes entre 10 mg I* e

5000 mg I de CI', como mostrado na Fig. 18.
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Figura 18. Influéncia do CI' (*’Ar®**CI*, m/z 75) na determinac&o de arsénio ("°As") por LC-
ICP-MS. Injecéo de solucdo com (a) 10 mg I, (b) 100 mg I'*, (c) 1000 mg I'* e (d) 5000 mg I"*
de CI'. Eluic&o isocréatica com vazao da fase mével de 1,5 ml min?, em pH 8,7. Programa de
eluicdo: 10 min a 0,0015 mol I de (NH,),CO3, 10 min a 0,012 mol I'* de (NH,),CO; e 10 min
a 0,02 mol I'* de (NH,),COs.

De acordo com a Fig. 18 é possivel observar que concentragdes acima de 10
mg I* de CI" podem influenciar na determinacdo de arsénio por ICP-MS. Sendo
assim, o fato da concentracéo desse interferente ser em torno de 1 mg I (Tabela 3)
na amostra, a possibilidade de ocorrer interferéncia por essa espécie nas

determinacdes de arsénio por LC-ICP-MS é desprezivel.

4.3. ANALISE DE ESPECIACAO DE ARSENIO EM SUBPRODUTO AQUOSO DO
PROCESSO DE PIROLISE DO FOLHELHO BETUMINOSO

O processo de tratamento da amostra (basicamente centrifugacéo e filtracao)
citado anteriormente (item 3.6.1. Tratamento preliminar da amostra), torna-se
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importante em funcao da grande quantidade de sélidos presentes que, se injetados
no cromatégrafo, podem causar obstrucdo da coluna. Da mesma forma, a diluicdo
da amostra pode diminuir o efeito de memoéria causado pela alta concentracdo de
algumas espécies de arsénio.

Para a validacdo da metodologia, foram adicionadas solu¢des de referéncia a
amostra diluida 10 vezes (em (NH4),COs 0,0015 mol I'*), nas concentracdes de 0,3
ug It de AsB, 0,5 pg It de As(lll), 1 ug I* de DMA, 10 pg I de p-ASA e 50 pg I de
As(V). Conforme mostrado na Tabela 6, a recuperacéo das espécies foi quantitativa,

demonstrando a boa exatiddo do método.

Tabela 6. Resultados obtidos para as espécies de arsénio no subproduto aquoso do

processo de pirdlise do folhelho betuminoso, diluida 10 vezes em (NH,).COs

0,0015 mol I'.
Espécie Concentracgéo de As (ug 1) Recuperacéo (%)
AsB - 93
As(Ill) 0,45+ 0,01 96
DMA 0,69 + 0,04 103
p-ASA - 107
As(V) 80,8+ 2,2 98

Os valores correspondem a media e desvio padrdo, para n=3.

Os resultados obtidos para a concentracéo total das espécies identificadas na
amostras foram de 4,5; 6,9 e 808 pg I* para As(lll), DMA e As(V), respectivamente.
Cabe salientar, que o acido p-arsanilico ndo pbéde ser detectado na amostra por
estar abaixo do limite de deteccdo (Tabela 8) do método. Porém o sinal pode ser
identificado quando esta espécie é adicionada a amostra.

Conforme mostrado na Fig. 19, outras espécies de As podem estar presentes
neste tipo de amostra, como por exemplo, os acidos fenilarsbnico e
monometilarsénico.!’* Da mesma forma, devido a alta concentracdo de enxofre na
amostra podem ser formadas diversas espécies de As ligadas ao enxofre.}”>*"®

O primeiro pico que aparece nos cromatogramas das Fig. 13, 16 e 19, pode
nao ser correspondente a espécie AsB, pelo fato desta espécie ser encontrada,
normalmente, em amostras bioldgicas como organismos marinhos e ndo em
amostras como a investigada neste trabalho.}’® Algumas espécies de As, como AsC

e TMA, podem apresentar comportamento semelhante ao da AsB nas condi¢cdes
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utilizadas, por serem neutras ou positivamente carregadas, ndao tendo qualquer

interacédo como fase estacionaria.'’’
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Figura 19. Cromatograma obtido a partir da amostra diluida 10 vezes em (NH,),CO; (a) e
(b) cromatograma (a) ampliado 80 vezes. Cromatograma em preto é referente & amostra
diluida 10 vezes, enquanto que o cromatograma em vermelho corresponde a amostra
diluida 10 vezes com adic&o de 0,3 pg I'* (como As) de AsB, 0,5 pg I'* (como As) de As(lll), 1
ug I (como As) de DMA, 10 pg I (como As) de p-ASA e 50 pg I'* (como As) de As(V).
Eluicdo isocratica com vazdo da fase movel de 1,5 ml min?, em pH 8,7. Programa de
eluicdo: 10 min a 0,0015 mol I* de (NH,4),CO3, 10 min a 0,012 mol I'* de (NH,),CO5 e 10 min
a 0,02 mol I'* de (NH,),COs.

De acordo com a Fig. 19 pode-se observar um grande nimero de espécies de
arsénio presentes na amostra, porém, em funcédo da indisponibilidade de soluc¢des
de referéncia para todas as espécies presentes na amostra, somente as espécies
As(Ill), DMA e As(V) foram quantificadas. Além de As(lll), DMA e As(V), foram
identificados os tempos de retencéo das espécies de As referentes as espécies nao
identificadas. Os tempos de retencdo das espécies de arsénio contidas na amostra

estao listados na Tabela 7.
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Tabela 7. Tempo de retencdo das espécies de arsénio presentes no subproduto aquoso do

processo de pirdlise do folhelho betuminoso.

Espécies de As R
* 1,58 £ 0,04
As(Il) 3,70+0,18
DMA 6,09 + 0,06
* 7,39 + 0,03
** 10,08 + 0,09
** 13,68 + 0,05
* 14,72 + 0,07
* 15,51 + 0,04
* 16,15 + 0,04
As(V) 20,30 + 0,12
* 23,69 + 0,06
** 26,36 + 0,03
* 28,77 £0,11

* espécie(s) de As co-eluidas com a AsB.
** espécies nado identificadas.
*** tempo de retencéo (min), paran = 5.

Os limites de deteccdo do método, para as espécies estudadas sédo
mostrados na Tabela 8. Estes valores foram estimados pela multiplicagdo por 3 do
valor do desvio padrdo de 10 medidas do branco. Foi utilizado (NH4).CO3; 0,0015

mol It como branco.

Tabela 8. Limites de deteccdo e tempos de retencdo obtidos para as diferentes espécies de

As.
LD, ng I'*® t,, min ® Equacao da curva de calibracéo © R?¢
AsB 5 1,51 +£0,02 y =34179x + 803 0,9999
As(lll) 4 3,28 + 0,05 y = 33963x + 3025 0,9998
DMA 19 6,52+ 0,04 y = 38976x + 3706 0,9998
p-ASA 11 16,78 £ 0,03 y = 39740x + 3079 0,9998
As(V) 57 20,31 + 0,10 y = 36589x + 2204 0,9996

& limite de detecgéo.

® tempo de retencéo, paran = 5.

°y = contagens e x = ug I'".

4 coeficiente de correlacdo das curvas de calibracao.
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Pode-se verificar que, embora a amostra utilizada tenha sido diluida 10 vezes,
as concentracdes das espécies de As determinadas foram superiores aos limites de
deteccdo do método. Na mesma Tabela 8, também estéo relacionados os tempos de
retencdo e os parametros das curvas de calibracdo. Com base nos cromatogramas
obtidos, é possivel separar, nesta amostra, até 13 espécies de arsénio em um
periodo de 30 minutos de eluig&o.

Cabe ressaltar que bons coeficientes de correlacdo das curvas de calibracéo
foram obtidos para todas as espécies de arsénio, com valores superiores a 0,999, o
gue sugere que a faixa linear possa ser estendida. Além disso, foi observada uma
boa reprodutibilidade entre os tempos de retengéo.

Estudo semelhante foi feito por Fish et al.'’”* para especiacdo de arsénio em
agua de retortagem do processamento do xisto. Os autores utilizaram uma coluna
de troca anibnica para a separagdo (com carbonato de aménio como fase mével) e a
técnica de GF AAS para a detec¢cdo. Da mesma maneira que no presente trabalho,
as amostras foram filtradas através de filtro com 45 um de tamanho de poro e
armazenadas a 4 °C. Embora ndo possa ser feita uma comparagdo entre as
concentracfes determinadas das espécies em funcdo da diferente formacéo
geoldgica da amostra, entretanto, os parametros de meérito podem ser comparados.
Assim, pode-se destacar que os limites de deteccao obtidos para todas as espécies
foram em torno de 100 vezes melhores do que aqueles obtidos no trabalho de Fish

etal.'™



5. CONCLUSOES

De um modo geral, 0 método desenvolvido neste trabalho para o sistema LC-
ICP-MS foi adequado para a separacao de até treze espécies de arsénio, sendo que
trés delas (As(lll), DMA e As(V)) puderam ser identificadas e quantificadas,
possibilitando assim, a andlise de especiacdo de As no subproduto aquoso do
processo de pirdlise do folhelho betuminoso, cuja matriz é bastante complexa.

O procedimento para o preparo da amostra € simples e rapido, pois envolve
apenas a centrifugacdo e filtracdo. O tempo necessario para a separacdo das
espécies na solucdo de referéncia mista foi em torno de 15 min. Entretanto, quando
foi feita a separacdo das espécies de As na amostra, o tempo necessério foi de 30
minutos, devido a grande quantidade de espécies de As presentes na amostra.

Com o ajuste dos principais parametros que influenciam na separacédo das
espécies por LC, além de ser possivel identificar e quantificar trés espécies na
amostra analisada, os LD s&o da ordem de 5, 4, 11, 19 e 57 ng I'* (como As) para as
espécies de AsB, As(lll), DMA, p-ASA e As(V), respectivamente. A sensibilidade do
meétodo € elevada, o que poderia permitir a determinacdo das cinco espécies de
arsénio investigadas em concentracdes da ordem de ng I'*, com boa precisédo (RSD
< 6%) e exatiddo (avaliada através de testes de recuperacao do analito).

Entretanto, é importante destacar que nao foi possivel quantificar a espécie p-
ASA, por esta espécie estar abaixo do LD. Sob este aspecto, cabe salientar que os
resultados foram satisfatérios, também, quando comparado com outros métodos de
separacéo e deteccao citados na literatura.™
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O acoplamento entre as técnicas de LC e ICP-MS é simples, nao
necessitando modificar os equipamentos convencionais, além de apresentar uma
boa reprodutibilidade entre as medi¢cdes. Uma outra vantagem, quando comparado
com outros sistemas usados para andlise de especiacdo,’’* é que com o sistema
LC-ICP-MS, todo o processo de separagdo e quantificacdo das espécies é feito em
linha (on line).

Apesar de nao existir materiais de referéncia certificados com composicao
semelhante ao subproduto aquoso do processo de pirolise do folhelho betuminoso, a
validacédo foi feita através da recuperacdo de analito, sendo as recuperacdes de
cada espécie de As foram entre 93 e 107%.

Sendo assim, foi possivel detectar quantitativamente As(lIl), DMA e As(V) no
subproduto aquoso do processo de pirolise do folhelho betuminoso, apresentando
baixos limites de deteccdo (na ordem de ng I?), boa linearidade e satisfatérios

indices de recuperacédo dos analitos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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