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RESUMO

O presente trabalho aborda estratégias analiticas para determinacdo e analise de
especiacdo de antimonio em amostras ambientais. Dentro desta proposta, foram
desenvolvidas trés metodologias. O primeiro propde um metodo para determinacéo
de Sb total em tecido de musculo de peixe usando espectrometria de absorcéo
atbmica com geracdo de hidreto (HG AAS). A otimizacdo do método foi realizada
utilizando planejamento fatorial completo e uma matriz Box-Behnken. O processo de
digestdo das amostras foi estabelecido empregando radiacdo micro-ondas assistida
utilizando acido nitrico concentrado. As condigBes otimizadas permitiram a
determinacao de Sb total utilizando a técnica de calibracdo externa, com limites de
deteccdo e de quantificacéo de 0,8 e 2,6 ng g™, respectivamente, para uma massa
de amostra de 0,20 g e precisdo expressa como 0 desvio-padrdo relativo 4,32%,
para uma solucdo de Sb com concentracédo de 5 pg L™. A exatiddo foi confirmada
pela analise de CRM de tecido de ostra (NIST 1566b). O método foi aplicado em
sete amostras de tecido de musculo de peixes (Arraia - Rajiformes
lasmobranquiomorpha) adquiridos em duas regifes da Baia de Todos os Santos,
Bahia, Brasil. O teor de Sb encontrado variou 62 a 370 ng g*. O segundo método
propbe um procedimento de extracdo para a analise de especiacdo de Sb
inorganicos em amostras de sedimentos utilizando amostragem por suspenséo e HG
AAS. A etapa de otimizagdo foi realizada empregando planejamento fatorial
completo e uma matriz Box-Behnken onde os fatores estudados foram: temperatura
de extracdo, tempo de radiacdo ultrassom, e concentracdo de acido cloridrico. Com
as condicbes otimizadas, espécies de Sb foram extraidas em sistema fechado
utilizando &cido cloridrico 6,0 M a temperatura de 70 °C e um tempo de radiacéo
ultrassom de 20 min. A determinacdo de Sb foi realizada por técnica de calibracao
externa, com limites de deteccdo e de quantificacdo de 0,70 e 2,34 ng g*,
respectivamente, e a precisao expressa como o desvio-padrao relativo de 5,6% para
uma solucédo de Sb com concentracdo de 6,0 pg L. A exatiddo do método foi
confirmada por analise de dois CRM de sedimento para uma massa 0,20 g. O
método foi aplicado para a andalise de seis amostras de sedimentos coletados no
Estuario S&o Paulo (Bahia, Brasil) e as concentracdes variaram de 45,3 a 89,1 ng g*
para o Sb total e de 17,7 a 31,4 ng g para Sb (lll). O terceiro método propde a
utilizacdo de um sistema de analise por injecdo em fluxo com multiseringa (MSFIA)
para andlise de especiacdo inorganica e determinacdo de Sb total e organica em
amostras de solo usando (HG AFS). A etapa de otimizacao foi realizada utilizando
planejamento fatorial completo e matriz Doehlert envolvendo os fatores:
concentracdo de acido cloridrico e concentracdes de borohidreto de sédio e fluxo da
amostra. As condi¢Oes experimentais otimizadas permitiram a determinacao de Sb,
utilizando a técnica de calibracdo externa com limites de deteccédo e de quantificacao
de 0,9 e 3,1 ng g*, respectivamente, e precisdo expressa como o desvio-padréo
relativo de 3,2% para uma solucdo de Sb 5,0 mg L. A exatiddo do método foi
confirmada por analise de CRM de solo e testes de adi¢do/recuperacdo. O método
proposto foi aplicado em amostras de solo coletadas em diferentes locais das llhas
Baleares, Espanha. Treze amostras foram analisadas e os resultados obtidos
variaram de 19 a 46 ng g™ para o antimdnio organico e de 113 a 215 ng g* para o
antimonio inorgéanico total.
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ABSTRACT

This paper discusses analytical strategies for the determination and speciation
analysis of antimony in environmental samples. Within this proposal, it was
developed three methodologies. The first proposes a method for determining Sb full
in fish muscle tissue using atomic absorption spectrometry with hydride generation
(HG AAS). The optimization method was performed using full factorial design and
Box-Behnken matrix. The process of digestion of the samples was established using
microwave assisted radiation using concentrated nitric acid. The optimized conditions
allowed the determination of total Sb using the external calibration technique, with
limits of detection and quantification of 0.8 and 2.6 ng g™, respectively, to a sample
mass of 0.20 g and accurately expressed as the relative standard deviation 4.32% for
a solution with Sb concentration of 5 ug L™. The accuracy was confirmed by oyster
tissue CRM analysis (NIST 1566b). The method was applied in seven samples of fish
muscle tissue (Arraia - Rajiformes lasmobranquiomorpha) acquired in two regions of
Baia de Todos os Santos, Bahia, Brazil. The Sb content found ranged 62-370 ng g™.
The second method proposes an extraction procedure for the speciation analysis of
inorganic Sb sediment samples using sampling and HG AAS suspension. The
optimization step was carried out using full factorial design and Box-Behnken matrix
where the studied factors were: extraction temperature, ultrasound radiation time,
and concentration of hydrochloric acid. With the optimized conditions, Sb species
were extracted in a closed system using 6.0 M hydrochloric acid at a temperature of
70 ° C and an ultrasonic radiation time of 20 min. The determination of Sb was
carried out by external calibration technique, with Ilimits of detection and
quantification of 0.70 and 2.34 ng g™, respectively, and the precision expressed as
relative standard deviation of 5.6% to one solution with Sb concentration of 6.0 ug L
!, The accuracy of the method was confirmed by analysis of two sediment CRM for a
mass 0.20 g. The method was applied to the analysis of six samples collected
sediment in estuary Sao Paulo (Bahia, Brazil) and concentrations ranged from 45.3
to 89.1 ng g for total Sb and 17.7 to 31, 4 ng g™ for Sb (lll). The third method
proposes the use of an injection analysis system with flow multisyringe (MSFIA) for
speciation analysis and determination of total inorganic and organic Sb in soil
samples using (HG AFS). The optimization step was carried out using full factorial
design and Doehlert matrix involving the following factors: the concentration of
hydrochloric acid and concentration of sodium borohydride and sample flow. The
optimized experimental conditions allowed the determination of Sb, using the
external calibration technique limits of detection and quantification of 0.9 and 3.1 ng
g, respectively, and precision expressed as relative standard deviation of 3, for a
2% Sb solution of 5.0 mg L™. The accuracy of the method was confirmed by soil
CRM analysis and addition / recovery tests. The proposed method was applied in soil
samples collected from different locations of the Balearic Islands, Spain. Thirteen
samples were analyzed and the results ranged 19-46 ng g™ for organic antimony and
113-215 ng g for total inorganic antimony.
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1. INTRODUCAO

A problemética sobre a crise ambiental tem origem devido no atual modelo de
sociedade que foi construida ao longo dos anos. Dentre as principais caracteristicas,
tais como o consumo ilimitado de recursos primarios, principalmente energéticos e
minerais, como também produtos provenientes de combustiveis fosseis, o0
crescimento acelerado das cidades e a grande concentragdo industrial na éarea
urbana, a grande demanda dos avancos tecnoldgicos que acarreta um acelerado
processo de criacdo de novos materiais e com isso, a producdo de mais e novos
residuos. Como consequéncia, nos ultimos anos, podem ser observados impactos
desse consumo acelerado no meio ambiente tais como fen6menos de mudancas
climaticas devido a diminuicdo da camada de ozonio, degradacao do solo devido a
grandes areas de desflorestamento e a reducédo da biodiversidade (NUNES et al.,
2010).

Devido a esses problemas, uma série de novos componentes denominados
Contaminantes Emergentes vem sendo despejados na natureza e sao indicativos de
efeitos da atividade antropica. Esses contaminantes emergentes geralmente séo
provenientes de produtos farmacéuticos, materiais de limpeza doméstica e higiene
pessoal, horménios, novos agrotoxicos, nanomateriais, metais e metaloides,
derivados de colesterol e subprodutos relativos a atividade industrial (SODRE et al.,
2010). A grande maioria ainda ndo esta incluida em sistemas de monitoramento de

rotina, tampouco existe legislacao de controle.

Dentre o0s contaminantes emergentes, alguns compostos estdo sendo
classificados devido ao seu potencial de interagir e alterar algumas fungdes em
sistemas biolégicos. O antimoénio, em geral, acumula-se em 6rgaos vascularizados e
tecidos. Apés a absorcédo, os sais trivalentes ligam-se aos eritrocitos e tém grande
afinidade pelas células. Dessa forma a exposi¢cdo ao Sb (lll) pode ser prejudicial as
células do organismo, particularmente as do coracdo, figado, rins e pulmdes,
embora 0 mecanismo de acdo deste ainda ndo esta bem elucidado (LEONARD A,
1996).

Na natureza, o antiménio é encontrado principalmente na forma de sulfetos

gue possuem grande estabilidade e sdo pouco soluveis, sendo o principal minério a
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estibinita (Sb,S3), encontrado em grandes minas na China, México e Bolivia. Sua
distribuicdo na crosta terrestre se encontra em 1 mg Kg*, integrando uma grande
variedade de minerais, como minério de ferro, prata, cobre, niquel, ouro e chumbo,
podendo também estar presente em rochas calcarias. E utilizado largamente em
indUstrias como componentes de baterias e acumuladores, em fogos de artificio,
pigmentacdo em tintas, vulcanizacdo da borracha, catalisadores automotivos e em
produtos farmacéutico (KLEIN; DUTROW, 2011).

Devido a baixa concentracdo deste metal em amostras ambientais e
biolégicas, sua determinacdo mostra-se um trabalho ainda mais laborioso, havendo
da mesma maneira a necessidade do uso de técnicas analiticas cada vez mais
sensiveis. Desta forma, as técnicas espectroanaliticas se destacam pela sua
sensibilidade e capacidade de anélises em nivel traco, como a espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP MS), a espectrometria de
fluorescéncia atomica (AFS), a espectrometria de absor¢géo atbmica com atomizagao
eletrotérmica (ET AAS) e a espectrometria de absorcdo atémica com geracao de
vapor frio (CV AAS). Essas técnicas agregam vantagens, como baixos limites de
deteccéo e quantificagdo (ULUSOY; AKSOY; AKCAY, 2013).

Os parametros operacionais dos equipamentos utilizados nestas técnicas
analiticas podem ser otimizados de forma univariada, estudando cada fator de forma
singular fixando-se os outros, ou de forma multivariada, na qual todos os fatores
escolhidos como variaveis sdo otimizados simultaneamente, ou seja, todos séo
estudados ao mesmo tempo com a aplicacdo de diversos experimentos, 0 que
possibilita uma analise substancial de como cada fator se comporta e até mesmo as
suas interacoes (FERREIRA et al., 2007).
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OBJETIVO

OBJETIVO GERAL

Desenvolver estratégias analiticas visando a determinacdo e andlise de

especiacdo de antimbnio em amostras ambientais, empregando técnicas de

espectrometria atbmica.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Empregar técnicas espectrométricas, como absorcdo e fluorescéncia
atOmica, para determinacdo e especiagdo de antimdnio em amostras

ambientais.

Desenvolver um procedimento de preparo de amostra utilizando acido
nitrico e radiacdo de micro-ondas para determinacdo de antimonio total

em amostras de peixe da regido da Baia de Todos os Santos.

Empregar planejamento fatorial completo e matriz Box-Behnken para
otimizar as condicbes de geracdo de vapor de hidreto utilizando acido
nitrico para determinacédo de antiménio por espectrometria de absorcao
atomica de alta resolugdo com fonte continua e geracao de hidreto (HR
HG-AAS);

Desenvolver um método utilizando radiacéo por ultrassom para extracao
de antimbénio em sedimento marinho utilizando metodologia de

otimizagdo multivariada;

Aplicar analise de especiagdo para determinar as espécies de antimoénio
inorganico presentes em amostras de sedimento do estuario Sdo Paulo

da Baia de Todos os Santos;

Propor um sistema de analise de injecao por fluxo com multiseringa
(MSFIA) para analise de antiménio organico total e espécies inorganicas

em amostras de solo
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Utilizar resina de troca catibnica para a retencdo de compostos

organicos de antimonio.

Aplicar o sistema proposto em amostras de solo da cidade de palma de

Maioca, Espanha.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ANTIMONIO

O antimbnio € um metal ndo abundante na crosta terrestre, sua ocorréncia
natural pode ser comparada as concentracbes de cadmio, geralmente pode ser
encontrado em minérios de outros metais na forma de sulfetos. Ele pode ser
empregado como camada protetora em aco servindo de metal de sacrificio na
oxidacdo impedindo a ferrugem e também muito utilizado em ligas metalicas de
estanho e chumbo(LEE, 2000).

O antiménio esta localizado no grupo 15 da tabela periodica, possui coloracao
branco-prateado, ndo € bom condutor de calor nem de eletricidade, em condi¢cbes
normais apresenta-se como soélido. Possui configuracdo eletrdnica [Kr]4d'°5s%5p®.
Devido aos orbitais 5s°5p°, 0 antiménio pode apresentar véarios estados de oxidacao,
(-111, O, 1l e V), porém €& encontrado principalmente nas formas Sb(lll) e Sb(V)
(KRACHLER; EMONS; ZHENG, 2001). A Tabela 1 mostra algumas caracteristicas

fisico-quimicas do antiménio.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do antiménio

Massa atémica (g mol ™) 121,75
Numero Atémico 51
215p (57,21)

Isétopos Estaveis 1235 (42,78)

Ponto de fuséo (°C) 631
Ponto de ebuligéo (°C) 1750
Estado de oxidacéo 0, -3, +3,+5
Raio i6nico (pm) 140

Densidade (g/cm °) 6.53




Energia de lonizacéo (kJ mol '1)
Sb — Sb* 834
sbt - sp2* 1595
Sb2* — sp3* 2440
sb3* - spt 4260
sp#t _ sp2* 5400
SOt — spb* 10400
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Devido a caracteristica de apresentar diversos de estados de oxidacado, o

antimonio pode apresentar uma geometria molecular bastante variada (Figura 1), o

que resulta numa grande formacgéao de complexos(HADJIKAKOU et al., 2015).

Figura 1— Possiveis geometrias moleculares para com  postos de antimonio
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Dentre as estruturas sugeridas para os al6tropos de antimdnio, a mais estavel

a temperatura ambiente é a hexagonal (ATKINS, 2008).Outra espécie aleotropica do

antiménio pode ser formada a elevadas pressdes onde apresenta uma estrutura

hexagonal de empacotamento compacto (LEE, 2000).

O uso do antimdnio em atividades industriais vem numa crescente.A maior

bY

parte do antiménio usado em atividades industriais é destinada a producdo do

trioxido de antimoénio que é usado em larga escala em pigmentacdo de tintas,
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baterias e inibidores de chama. Estima-se que a producdo anual de antiménio esti
em torno de 197 mil toneladas, tendo como principais produtores a China, Bélgica,
México e Bolivia. Dentre os grandes produtores, a China pde-se em destaque pelo
seu grande nivel de producédo, onde em 2014 girou em torno de 59.400 toneladas de
antimonio(GEOLOGICAL SURVEY, 2015). Isso ocorre devido ao alto grau de
exploracdo de diversas minas espalhadas em seu territdrio como, por exemplo, a
mina de Xikuangshan (XKS) na provincia de Hunan, que ela esta correlacionada a
diversos problemas de contaminacdo na regido e em torno da mina (LIU et al., 2011,
Ql etal., 2011).

As aplicacdes industriais mais antigas do antimonio incluem ligas preparadas
para utilizacdo em soldas, balas e mancais. Na fabricacao de vidro, elementos como
antimonio, sdo utilizados como agentes de compensacéo, deslocamento e refino
(DOS SANTOS et al., 2013). O antimbnio e derivados também podem ser
encontrados em diversas pecas de veiculos automotivos, uma vez que melhora a
dureza e a resisténcia mecanica de ligas a base de chumbo. O uso de compostos
desse metal, como o Sb3S,, sdo em ligas de rolamentos de motor, producdo de
pastilhas de freio ou em revestimentos como lubrificantes, a fim de reduzir possiveis
vibragbes e dar mais estabilidade nas frenagens. Estima-se que nessas pastilhas
haja até 7% de antimébnio e seus derivados (FUJIWARA et al., 2011).

Além disso, ele € usado na fabricacdo de materiais semicondutores para
producédo de diodos, em que a presenca de antiménio confere uma maior resisténcia
e dureza. O triéxido pode ser encontrado em retardantes de chama em produtos
téxteis, papeis e plastico (FILLELA; BELZILE; CHEN, 2002).

Na industria, o antiménio € utilizado na producdo de polietileno tereftalato,
formado a partir da esterificacdo direta do etileno glicol e o acido tereftalico, a
polimerizacédo acontece com a presenca de um catalisador de antiménio (ROMAO;
SPINACE; PAOLI, 2009). A industria petrolifera utiliza o antimdnio como catalisador
no craqueamento catalitico em leito de fluido (FCC), sendo utilizado impregnado
num suporte para reducdo de NO,, podendo ser encontrado na forma de éxidos
(Sb,O3 ou Sb,0s) (STEEN; KUWERT; WILLAMS, 1997). Na producdo de
acrinonitrilas, a partir da glicerina, atuando como catalisador de amoxidagcéo para

manter o oxigénio retido na superficie do solido (catalisador multimetalico)
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(GRASSELLI, 1999). Triéxido de antimbnio ainda € usado como apassivador de
metais em unidades de cragueamento da Petrobras, sendo que em quase todas as
unidades o oxido de Sb (lll) ja foi substituido pelo do Sb (V) (CERQUEIRA et al.,
2001).

Na medicina, compostos organometalicos de antiménio vém sendo utilizados
no tratamento de doencas como Esquistossomose, Ascaridiase e Leishmaniose,
sendo a JUltima uma doenca infecciosa encontrada em diversos paises,
principalmente em paises de clima quente e paises de clima temperado. A
Leishmaniose é transmitida através de insetos vetores, os flabotomineos,
conhecidos como mosquito palha, no Brasi(HASSAN, A.M.et. al., 1995). A Tabela 2

mostra 0s compostos de antiménio mais utilizados no tratamento da Leishmaniose.

Tabela 2 — Estrutura quimica dos compostos de antiménio utilizados no tratamento da
Leishmaniose.

Composto Nome
' [0
Il
CO
! G . A~ . ’ .
{HCO- SH=OH} g Tartarato de antimdnio de potassio
HCO -«
COOH
CHOH CH 0N
Cl.HOH CIHOH
HCO. OH 0  OCH . PRT
[N\ L /] Estibogluconato de sodio
HCO—Sb—0—Sb—0CH Na.9H,0
4 N
HCO/ ocH
coo éOO’
Na0;$ . o~
= 0 -0 SO;Na . . . .
\[\\ I(,>Sh1m7;_ T Antimoniato debis-catecol-3,5-dissulfonato
) sédico

SO3Na SO;Na

CH,NHCH, CH,OH
HCO OCH
Ny
Hio/ \{]?H
HO CHO

Antimoniato de N-metil-glucamina
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CH™S Tioglicolato de sédioe antimdnio

' Sb — § —CH,COONa
0=C -0~ ?

3.2 ANTIMONIO EM SISTEMAS AMBIENTAIS

O antimbnio pode estar presente no meio ambiente, devido as atividades
humanas ou resultantes de processos naturais como degradagédo e decomposicao
de rochas, erosédo de solos, erupgdes vulcanicas (CHON, 2002; WILSON et al.,
2010). O surgimento de antimdnio no meio ambiente, devido a atividade humana,
muitas vezes € superior aos processos haturais (HE; YANG, 1999). Por exemplo,
emissdes vulcanicas representam cerca de 5 a 6% de antimonio langados na
atmosfera, enquanto emissdes associadas a acdo antropogénica esta por volta de
21% (SMICHOWSKI; MADRID, 1998), sendo essas emissdes correlacionadas, na
maioria das vezes, a atividade industrial. Na Tabela 3 s&o apresentadas as espécies

guimicas mais comuns de antimdnio que podem ser encontradas no meio ambiente.

Tabela 3 - Espécies quimicas mais comuns de antimdnio encontradas sistemas ambientais.
Adaptada de WILSON et al., (2010).

Forma Formula

Sb,0,/ Sb,05(cubico) / Sh,05(ortorrémbico) /

Minerais Sb,S,

Espécies aquosas

(estado de oxidagao +5) Sb(OH) ¢/ Sb(OH)s

Espécies aquosas

(estado de oxidag&o +3) Sb(OH); / Sb(OH) >/ Sb(OH) 4 / H2Sb,S 4
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Gases Sb(CH,3);/ SbH,4

Outras espécies metiladas (CH5)3Sb / (CH3),Sb(O)OH / (CH3)SbO(OH),

Outra forma de contaminacédo pode estar ligada ao transporte natural aéreo,
pela qual particulas contendo antiménio podem ser levadas a locais afastados dos
seus locais de origem, ou seja, sistemas onde ndo ha fontes de poluicdo pode-se
observar a presenca deste metal. Isso pode estar atrelado a incineracdo de
plasticos, que na sua maior parte o antimoénio é usado na sua producao, a queima
de combustiveis fosseis e seus derivados, na fundicdo de metais onde pode ser
encontrado em soldas (SHOTYK et al.,, 1996). Em estudos para verificar a
concentracdo de antimdnio na atmosfera, pode-se observar que a variagao da
contaminacdao reflete 0 aumento da atividade humana, ou seja, deriva da mineracéo
e do uso de combustiveis fosseis (KRACHLER M et. al, 2005).

3.2.1 Antimbnio nos sistemas bioldgicos

A atividade do antimbnio em sistemas biolégicos ainda néo esta claramente
elucidada, nem a forma em que se encontra. Na maior parte dos trabalhos os relatos
apresentados sdo da determinacdo total de antimbnio ou de suas espécies
inorganicas, Sb (Ill) e Sb (V). Estudos realizados em plantas mostra que as maiores
concentracfes de antimonio foram encontradas nas partes superficiais, como caule
e folhas (HADJIKAKOU, S. K. et.al., 2015). Muitas vezes as concentracbes de
antimonio encontradas em plantas sao baixas, ficam em torno dos limites de
quantificacdo, isso se deve ao fato delas possuirem mecanismos de desintoxicacao
adquiridos durante a evolucao o que faz com que ela possa sobreviver, crescer e se

reproduzir em locais contaminados (PRATAS et al., 2005).

Coelho e colaboradores (2014), realizaram estudos em ratos onde uma
dosagem de 300 mg de Sb (V)/Kg de peso corporal por dia era administrada via
subcutédnea. Foi observado que o0 baco foi o tecido que apresentou maior

acumulacdo de antimonio, seguidos por tecido 0sseo e da tireoide. Nos tecidos do
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cérebro, pulmdes, coracdo e Utero, o acumulo de antiménio € extremamente baixo,
assim como o baco, o figado também se apresenta como um tecido acumulador de
metais (BORBOREMA et al., 2013). O sangue também pode ser considerado outro
bioindicador para o antiménio, a causa disso, pode ser a grande afinidade do
antimonio trivalente com os eritrocitos (GEBEL, 1997; DIETER et al., 1991).

Pesquisas indicam também, a possibilidade de compostos de antiménio
apresentarem um grande potencial cancerigeno, como por exemplo, o trioxido de
antiménio que ja é classificado como um agente cancerigeno para seres humanos
(BOECK; KIRSCH-VOLDERS; LISON, 2003)

3.2.2 Toxicidade do antimoénio

O conhecimento sobre a toxicidade do antimbénio e de seus compostos €&
limitado e tem sido base para diversos estudos. Conforme for 0 seu estado de
oxidagc&o e aos compostos que 0os mesmos estejam formando, 0 seu comportamento

toxicoldgico em sistemas biologicos e ambientais pode ser diferenciado.

O Sb (Ill) apresenta maior toxicidade que o Sb(V) e isso pode estar
relacionado a sua maior afinidade pelos grupos funcionais presentes nas células, o
que pode resultar em desativagcdo de possiveis sitios ativos relevantemente
funcionais. Tem sido sugerido que em meio biolégico o Sb (V) é reduzido a Sb (IlI)
por tidis presentes nos organismos. Segundo a proposta, um dos mais provaveis
compostos responsaveis por essa reducdo seria a glutationa (GSH) que contem
grupos sulfidrilas e um tiol mais predominante no meio intracelular. Assim, a reducéo
resulta numa ligacéo irreversivel do Sb (Ill) com os grupos sulfidrilas (-SH) (equacéo
1).

Equagédo 1 - SbO3; + 5GSH + H'—> Sbh(GS);3 + GSSG + 3H,0
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7

Ao contrario, o Sb(V) permanece livre no plasma e é excretado mais
rapidamente (SMICHOWSKI; MADRID, 1998). O Sb (lll) é relativamente estavel em
solucbes aquosas, algo que néo ocorre com o Sb (V), assim ao sofrer hidrdlise os
compostos passam a obter a forma de Sb(OH); e Sb(OH)s. O Sb (lIl) na forma de
Sb(OH); nao apresentar nenhuma atividade elétrica, devido a esse fato, é capaz de
atravessar as paredes das membranas celulares e isso pode explicar uma das
principais causas de o Sb (lll) apresentar uma toxicidade mais elevada em
comparacao ao Sb (V) (GEBEL T, CLAUSSEN K, 1998; SMICHOWSKI; MADRID,
1998).

O antimbnio pode acumular em geral, em 6érgaos vascularizados e tecidos,
principalmente rins, figado, baco e pelo sangue. Apds a absorcéo, os sais trivalentes
ligam-se aos eritrocitos e tém grande afinidade pelas células. Dessa forma a
exposicdo ao antimoénio pode prejudicar as células do organismo, particularmente as
do coracéo, figado, rins e pulmdes, mas o0 exato mecanismo de ac¢do ainda néo esta
bem estabelecido. Vale ressaltar que o antiménio na sua forma trivalente, pode
apresentar grande efeito cancerigeno. Estudos evidenciam a formacédo de células
cancerigenas em experimentos realizados com ratos, outro fato que realca essa
informacéo € a ocorréncia de surgimento de cancer de pulmdo em trabalhadores de
minas de antimonio (LEONARD A, 1996; GEBEL, 1997).

Contudo, a utilizacdo de compostos de antiménio em tratamento de doencas
ainda é bastante grande, como os tratamentos das diversas variedades de
leishmaniose visceral, cutdnea e formas mucocutaneas, causadas pelo parasita
Leishmania donovani afetando diretamente cerca de 2 milhdes de pessoas por ano,
com 350 milhdes de individuos em risco em todo o mundo (CROFT, SL; YARDLEY,
2002). Seu tratamento € realizado tendo em sua composicdo antimdnio
pentavalente, como por exemplo, a droga a base de estibogluconato de sédio ou
antimoniato de meglumina (SHAKED-MISHAN et al., 2001).

3.2.3 Exposicdo ao antimdnio e seus efeitos

A exposicdo ao antimbnio pode ocorrer principalmente por inalagdo ou via

oral, esse tipo de exposi¢do esta ligado diretamente as condigbes de trabalho, em
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atividades industriais, mineracdo, contato com solos ou aguas contaminadas ou até
mesmo a partir de tratamentos médicos. A Tabela 4 mostra alguns problemas
causados pela exposicdo de antiménio. As vias de intoxicacdo humana podem ser

das seguintes formas:

* Ingestdo de antimdnio — Causa Nauseas, vomito, gastrite hemorragica
e diarreia

* Inalagcdo por gads — Causa hemolise aguda, insuficiéncia renal,
hemoglobindria.

» Exposi¢cdo a poeira e a fumaca — Dor de cabeca, pneumonite, Glceras
pépticas e dermatites (algumas mortes subitas ja registradas)

Tabela 4—Problemas relacionados a exposi¢éo de antimonio

Efeito Problemas Referencia

Bronquite, enfisema pulmonar, tuberculose
Respiratorios inativa, aderéncias pleurais e irritagdo das  (GROSS P, 1983)
vias respiratérias

Cardiovasculares Aumento relativo da presséo arterial (BRIEGER H, 1998)

Dores abdominais, vomitos diarreia e

Gastrointestinais .,
Ulceras

(GROSS P, 2001)

Dérmicos Pustulas e erupgdes no corpo (ALI, 2016)

Abortos espontaneos e distlurbios

Reproducao ;
P & menstruais.

(KUPERMAN, 2006)

Tridxido de antiménio, possivel agente

Cancer .
cancerigeno

(BOECK, 2003)

Os limites estabelecidos por algumas agencias fiscalizadoras estdo
evidenciadas na tabela 5, alguns valores sdo bastante concordantes, sendo que a
variacdo da concentracdo permitida para solo leva em consideracdo as areas de

coleta: area industrial, urbana, residencial e agricola.
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Tabela 5 — Valores limites de contaminacao de antiménio estabelecidos.

Meio Concentracdo Referéncia
Solo 2 mg kg™ - 25 mg kg™ CONAMA 420/2009
Agua doce 0,005 mg L* CONAMA 357/2005
0,005 mg Lt Portaria 2914/2011
Agua potavel 250uugg L|j1 VI\E/iAO‘ ((1290%98))
5pug L*? ANVISA(2005)
Aguas subterranea 5pug L*? CONAMA 396/2008
Limites maximos de 0,04 mg kg™ ANVISA(2010)

migracao especifica

3.2.4. Antimonio em solo

O solo é uma parte essencial no meio ambiente e serve de base dos mais
variados ecossistemas terrestres atuando como a interface entre a biosfera e a
litosfera, local onde ocorrem muitos ciclos biogeoquimicos. No entanto, os recentes
aumentos nas concentracdes e distribuicbes de produtos derivados da atividade
antropogénica e possivelmente toxicos, em solos, causada pela ma gestdo dos
recursos industriais e de mineracao, estao causando preocupacao em todo o mundo
(BRIKI et al., 2015).

O antimbnio se acumula principalmente nas camadas superficiais do solo e a
sua concentracdo vai diminuindo com a profundidade, indicando assim uma
correlacdo entre a sua contaminacdo e o transporte aéreo. BRIKI e colaboradores
(2015) estudaram os niveis de contaminacdo em solos agricolas perto de campos de
mineracdo em Hezhang, China. Foram feitas coletas de amostras em diversos niveis
do solo, variando até uma profundidade de 40m, foi entdo observado que as
concentracbes de antimbnio, entre outros elementos, diminuiam com a

profundidade.
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Outro estudo avaliou a concentracdo e distribuicdo de diversos tipos de
metais em solo urbano na regido de Palermo na Itdlia. As amostras de solo foram
coletadas em diversos pontos da cidade, em profundidades que variaram entre 0 a
10 cm, o estudo mostrou que os maiores niveis de concentracdo foram encontrados

nas amostras de solo superficiais (MANTA et al., 2002).

3.2.5. Antimdénio em agua

As aguas apresentam caracteristicas respectivas as suas zonas de origem,
por onde correm, séo transportadas ou onde sdo estocadas. Considerando a
elevada influéncia dos fatores antrépicos na qualidade e caracteristicas das aguas,
faz-se necessario, distinguir as suas caracteristicas naturais daquelas que séo
introduzidas ao longo do tempo devido a atividade humana. A contaminacdo da
agua pode ser ocasionada devido a efluentes domésticos, como materiais de
limpeza e de higiene pessoal, efluentes industriais, atividade agricola (pesticidas e
fertilizantes), entre outros (APARECIDA et al., 2010). Os contaminantes quimicos
nao biodegradaveis apresentam uma tendéncia de acumular-se nos organismos
vivos, ou depositando-se em solos e sedimentos afetando assim a qualidade dos

mesmos.

Em um estudo, foi feita uma caracteriza¢do hidroquimica do funcionamento
dos impactos agricolas no rio Tamisa e efluentes, que € um dos principais rios da
Inglaterra. Neste estudo foram realizadas coletas ao longo do rio, que nasce no sul
do pais e flui até o Mar do Norte, num periodo de amostragem de dois anos. Neste
estudo a parte do rio que passa nas areas destinadas a agricultura, hA um aumento
significativo dos contaminantes derivados das atividades agricolas, dentre os quais o
antimonio apresentou um teor na faixa de 0,15 a 38,74 pg L™.Essa discrepancia se
da relativa aos pontos de coleta onde havia uma maior e menor atividade (NEAL et
al., 2000)

A presenca de metais em aguas naturais pode ocorrer na forma de ions
metalicos, compostos organometalicos ou até mesmo em complexos inorganicos.
Eles podem estar também na forma de suspensdo em material particulado ou em

coloides. Para o antiménio, a interacdo com 0 meio em que estd, depende muito das
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condicdes fisico-quimicas, como pH, temperatura, salinidade, concentracdo de
oxigénio dissolvido no meio aquatico, assim como a forma com que ele se encontra.
Apesar disso, mesmo apresentando diversos tipos de estados de oxidacdo, os mais

encontrados séo as formas Sb (Ill) e Sb (V) na forma de complexos inorganicos.

3.2.6. Antimonio na atmosfera

A atmosfera é um importante vetor de transporte de material entre as diversas
regides e, como consequéncia, a populacao torna-se exposta a metais e metaloides
contidas em material particulado no ar que, muitas vezes, apresentam valores muito
acima dos niveis naturais. A determinagdo do antimonio, por sua vez, também faz
parte dos poluentes atmosféricos e a sua determinacdo, bem como suas fracbes
correspondentes a particulas inalaveis, representa um parametro muito importante
para avaliar as possiveis contamina¢des. Uma caracteristica importante o antiménio
qgue o diferencia de outros poluentes com grau de toxicidade semelhantes, é que
eles ndo sao biodegradaveis no ambiente (THOMASSEN, 1999).

Estima-se que a quantidade de antiménio inalado diariamente € de
aproximadamente 0,6 pg, assumindo que o volume médio de ar consumido por um
humano seja de 20m® de ar, a absorcdo nos pulmées se encontra em média de
15%, dependendo do tamanho da particula e solubilidade dos compostos de
antiménio. Em criancas com até 5 anos a entrada de ar é relativamente maior o que

aumenta a porcentagem de metal inalado (PATRIARCA et al., 2000).

Alguns trabalhos vém reportando esse tipo de contaminacdo e seu transporte,
Gomez e colaboradores (2005) analisaram os niveis de antiménio em amostras PM-
10 em nove pontos na cidade de Buenos Aires cobrindo uma area de 30 Km?, foi
observado que as maiores concentracdes de Sb foram encontrados em pontos onde
havia uma maior fluxo de veiculo e que os niveis de antimbnio sempre estiveram
acima dos 0,5 mg/m® definidos pela Seguranca e Administracdo de Salde
Ocupacional dos EUA. Em um estudo realizado no Japao, foi avaliada a distribuicéo
do tamanho do material particulado e das concentracdes dos elementos, onde foi

discutida particularmente a predominancia de antimonio nesse material. PGde-se
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observar que, a distribuicdo de antiménio ocorria tanto em particulas maiores (3,6 -
5,2 um), como em patrticulas finas (0,5 - 0,7 um) (IIJIMA et al., 2009).

Em contrapartida, as informacdes que se tem do antimoénio ao que se refere

as suas transformacdes quimicas e seu transporte, nos diversos tipos ambientais e

sistemas biolégicos, ainda sdo poucas. Na maior parte dos estudos, o que se relata,

geralmente, € a presenca das principais formas de antiménio, Sb (Ill) e Sb (V). Um

dos grandes problemas é a escassez de materias de referéncia certificado para

determinadas espécies de antimdnio, ao qual se esteja estudando.

Tabela 6 — Determinacao de antiménio em diversos tipos de amostra ambiental

Amostra / Local Faixa Técnica Referéncia
Solo de mina / Coreia 6-165 ug g* _ _
Solos de hortas / Coreia 1,4-12,6 ug g* ICPOES (JUI\(I:%O'WOZICR)’CI)\IZ'I;ON,
Solos de controle/ Coreia 0,9-15ugg* '
Solo / Palermo — Italia 21-124pgg* X-ray diffraction (MANTA et al., 2002)
Solo de agricultura/Hezhang 1,0-4,66 ug g* ICP-MS (BRIKI et al., 2015)
Solo geoquimico / Turquia 0,42—2000 mg kg™ ICP-MS (YAYLAL, 2013)
Solo / Franga 26 - 1150 mg kg™ GFAAS (DENYS et al., 2008)
- 1 . (SHRIVAS; AGRAWAL;
Solo / India 1,0-5,4ug49 UV-vis HARMUKH, 2008)
Agua de rio / Inglaterra 0,15-38,74 ug L™ ICP-MS (NEAL et al., 2000)
Agua potavel / Espanha 0,23 -0,56 ug L™ HG AFS (PORT;JOGlé)L eal-
Agua de mar / China 0,214 — 0,440 pg L™ ICP-MS (GAO et al., 2015)
Agua potavel / Espanha 49-55pugL? Raio-X de (MARGUI et al., 2013)
' ' refleccédo "
Materialparticulado 4,32 — 4,60 ng m* HG QT AAS  (FERREIRA et al., 2011)
atmosférico / Brasil ’ ' 9 N
Poeira de estrada / 1 (FUJIWARA et al.,
Argentina 1,4-20,4u949 FI-HG-AAS 2011)
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3.3 TECNICAS ANALITICAS PARA DETEMINACAO DE ANTIMONIO

Como na maioria das vezes o antimOnio encontra-se em concentragdes em
niveis ug L™, a determinacdo em amostras ambientais e bioldgicas requer métodos
analiticos que apresentem sensibilidade suficiente para detectar as diferentes
espécies. Diversas metodologias analiticas tém sido desenvolvidas para a
determinacdo de antimonio nas mais diversas matrizes como sedimento, material
bioldgico, ligas metalicas, medicamentos, alimentos, bebidas e outros. A especiacao
do antiménio em diferentes matrizes é fundamental, visto que a toxicidade e o
comportamento biolégico sdo dependentes do estado de oxidacdo. Muitos métodos
permitem apenas a determinagdo do elemento em um dos estados de oxidacao,
sendo o outro determinado indiretamente, por diferenca entre o Sb total e o

previamente determinado.

Neste sentido, as técnicas hifenadas sdo promissoras, visto que permitem
simultaneamente separar e quantificar as espécies Sb(lll), Sb(V) e
organoantimoéniais, diminuindo assim a introducdo de erros provenientes da
determinacao indireta. As técnicas hifenadas representam uma tendéncia atual no
desenvolvimento de metodologias analiticas, podemos destacar espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP MS), espectrometria de absorcao
atomica com forno de grafite e geracéo de hidreto (HG-GF AAS), espectrometria de
absorcdo atdbmica com geracdo de hidreto (HG AAS), espectrometria de
fluorescéncia atbmica com geracdo de hidreto (HG AFS),espectrometria de massa
com cromatografia liquida de alta resolugcdo (MS HPLC MS), dentre outras.Outras
técnicas sdo aplicadas para separacdo de espécies organicas e inorganicas como o
caso da eletroforese capilar (CE), cromatografia liquida (LC). Algumas técnicas mais
complexas propdem a hifenacdo de trés ou mais técnicas comoa eletroforese capilar
com espectrometria de massas com fonte de plasma indutivamente acoplado (CE-
ICP-MS), cromatografia liquida de alta eficiéncia com espectrometria de
fluorescéncia atbmica com geracao de hidreto (HPLC-HG-AFS) e a cromatografia
liguida de alta eficiéncia com espectrometria de absorcdo atbmica e geracdo de
hidreto (HPLC-HG-AAS).
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3.3.1. Espectrometria de absor¢cao atbmica

Diversas técnicas analiticas vem sendo comumente utilizadas para analise e
determinacdo de diversos tipos de espécies de interesse analitico. Entre elas, a
espectrometria de absorcdo atbmica (AAS), apresenta-se bem expandida,
principalmente, quando utilizada para de determinacdes de metais em niveis trago e
ultra traco em diversas matrizes complexas, sejam matrizes alimenticias, ambientais
ou bioldgicas. A técnica esta baseada no principio de que atomos livres (estado
gasoso) formados em um atomizador (que pode variar com a técnica escolhida)
absorvem radiacdo de frequéncia especifica emitida por uma fonte espectral. A
quantificacdo da radiagdo absorvida pela espécie quimica obedece diretamente aos
principios da lei de Beer (WELZ; HEITMANN, 2005).

Dentre as técnicas de absorcdo atdmica, as técnicas de espectrometria de
absorcdo atbmica com chama (FAAS), espectrometria de absor¢cdo atdomica com
geracéo de hidreto (HG AAS), espectrometria de absor¢cdo atdmica com atomizacgéo

eletrotérmica (ET AAS) se destacam pela ampla utilizacao.

FERREIRA (2011), propuseram a especiacdo de antiménio inorganico em
amostras de material particulado atmosférico urbano por amostragem de suspensao,
utilizando HG AAS. Neste trabalho, foi aplicado planejamento multivariado para
otimizacao dos fatores envolvidos na formagéo do hidreto, como fluxo,concentracéo
de borohidreto de sodio e acidez. O método apresentou limite de quantificacdo de
0,3e0,2 ug L, para Sb (lil) e Sb (V).

Um meétodo foi desenvolvido por DESSUY et al.(2011) para determinar Sb
lixiviado em copos de estanho empregando HG AAS. O estudo teve como principal
abordagem avaliar a interferéncias espectrais sofridas pelo antiménio na presenca

de estanho. O método apresentou limite de deteccéo de 0,03 pg L™

GARBOS et. al.(2000) utilizaram sorcao seletiva de Sb (ll) em uma
microcoluna empacotada para determinacdo de antimdénio por FAAS em agua de
poco, apods sorvido o antiménio era eluido com HNOg3, e levado para o detector por
injecdo em fluxo, o limite de deteccdo do método foi comparado com o GF AAS, que

apresentaram 0,9 ug L™* e 0,8 ug L™, respectivamente.
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Uma metodologia desenvolvida para determinacéo direta antimonio em soro
de rato a fim de avaliar o uso de drogas antimoniais utilizando ET AAS, foi
desenvolvida por DA SILVA e colaboradores (2006), as amostras foram diluidas em
HNO3; 1% contento cloreto de amonio. Neste trabalho, foi utilizada uma mistura de
zirconio e ruténio como modificador permanente, o método apresentou massa
caracteristica e o limite de deteccdo de 30 pg e 60 pg, respectivamente, e as

recuperacdes foram préximas de 100%.

3.3.2 Espectrometria de absor¢ao atbmica com fonte continua

A espectrometria de absorcdo atbmica demonstrou grande crescimento com
0os espectrometros de fonte de linha com as lampadas de catodo oco. Porém, o
espectrometro com fonte continua (CS AAS) foi o primeiro a ser desenvolvido, porém
esta técnica comecou a ser utilizada depois de uma série de ajustes, onde a mesma
tornou-se aplicavel. Os principais desafios na época estavam relacionados com a
baixa sensibilidade, baixo limite de deteccdo e quantificacdo em comparacdo com
espectrometria de absorcdo atdbmica com fonte de linha(LS AAS).A linhas espectrais
geradas pela lampada de arco de xendnio apresentavam sinais ruidosos e o0s
monocromadores possuiam resolu¢cdes inferiores para 0 que seriam necessarios e
davam resultados insatisfatorios.Depois de superados esses problemas, a técnica
comecou a ser bastante difundida (WELZ et al., 2005).

O modelo dos espectrometros utilizados hoje em dia é o dos espectrémetros
de absorcdo atOmica de alta resolucdo com fonte continua (HR-CS-AAS), que
possuem uma lampada de arco curto de xendnio que opera a uma poténcia de 300
W. Este tipo de lampada apresenta uma intensidade trés vezes maior que as
lampadas de catodo oco, o que proporciona uma grande vantagem como ampla
faixa de comprimento de onda, que varia de 190 a 850 nm e uma melhora na razéo
sinal/ruido (WELZ et al., 2003).

No HR-CS-AAS, a lampada opera em um modo chamado hot spot, podendo
atingir altas temperaturas. A radiacdo emitida por ela € direcionada ao
monocromador que é composto por um prisma e uma série de redes de difracdo. Em

seguida, a radiagcao chega a um detector de arranjo linear (CCD) que possui 512
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pixels onde 200 sédo designados a carater analitico (WELZ et al., 2003, 2005). A
configuracéo deste tipo de equipamento esta representada na figura 2, onde mostra

o0 caminho que a radiacéo percorre até o detector.

Figura 2 - Representacdo esquematica do espectrometro de absorcdo atbmica de
alta resolucdo com fonte continua (HR-CS AAS). 1- Lampada de xénon de arco
curto, 2- Lampada de catodo oco (opcional), 3-espelhos elipticos, 4- atomizador, 5-
fenda de entrada, 6- espelhos parabdlicos, 7- prisma, 8- espelhos rebativeis e fenda
intermediéria, 9- rede echelle e 10-detector CCD. Fonte - (WELZ et al., 2005)

A espectrometria de absorcédo atdmica de alta resolucdo com fonte continua
(HR-CS AAS) é uma técnica bastante adequada na determinacdo de antiménio,
visto que este elemento pode ser reduzido facilmente ao seu estado atdmico
livre sem a necessidade de qualquer unidade de atomizacdo, podendo entdo ser
medido por absorcdo atbmica sem a necessidade de aquecimento. A Tabela 7
mostra alguns trabalhos utilizando HR-CS-AAS na determinacdo de antiménio em

diversas matrizes de interesses ambientais.



Tabela 7 — Trabalhos de determincao de antiménio utlizando espectrometria de absor¢éo
atbmica de alta resolucdo com fonte continua (HR-CS AAS).
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Matriz LD Técnica Referéncia
PET 1,0 ug L1 GF AAS (DE JESUS et al., 2016)
CRM - Sedimentos 0,02 ugg™ GF AAS (ARAUJO et al., 2009)
Material particulado 0,2ug L™ HG QT AAS (FERREIRA et al., 2011)
Ligas de estanho 57mgL™ FAAS (DESSUY et al., 2013)
Sedimento Marinho 56ngL™" HG AAS (JUNIOR et al., 2015)
Polimeros 0,06 mg kg™ GF AAS (DUARTE et al., 2013)
Material particulado 15ng g™ SS AAS. (WELZ et al., 2013)
3.3.3. Espectrometria de fluorescéncia atdmica

Outra técnica que se destaca pela sua eficiéncia é a espectrometria de
fluorescéncia atdbmica (AFS), que ganha um grande destaque quando acoplada a um
sistema de geracdo de hidreto (HG), Nos ultimos anos esta técnica vem sendo
bastante utilizada devido ao seu baixo custo operacional, grande sensibilidade e
ampla faixa de trabalho. Uma das principais vantagens desta técnica em
comparacgdo a AAS € o fato de apresentar maior sensibilidade devido ao seu baixo
sinal de fundo. Os limites de deteccdo encontrados utilizando HG AFS, sé&o

comparaveis a valores encontrados quando usado ICP-MS (CHEN; BELZILE, 2010).

D’Ulivo (1995), propds um método sensivel para determinacdo ultra traco de
antimonio por HG AFS, neste trabalho foi desenvolvido um sistema de atomizacéo
uma chama de argbnio-hidrogénio miniaturizado. Um dos principais problemas
encontrados, foi o espalhamento da radiacdo gerada a partir de goticulas de agua

formada durante a reacao, que foi controlada com o sistema operando em condi¢des
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brandas. D"Ulivo obteve limites de deteccéo de 22 pg/cm?®, e o sistema foi aplicado

em amostras certificadas.

Em outro trabalho, foi proposto um sistema automatizado para determinacéo
de antimonio, utilizando HG AFS integrado com um sistema de analise por injecéo
em fluxo com multiseringa (MSFIA), neste trabalho foi utilizado uma minicoluna
catidnica a fim de reter espécies organicas. O método desenvolvido foi aplicado em
aguas naturais e apresentou baixos limites de deteccéo 0,03 ug L (PORTUGAL et
al., 2015).

Ren e colaboradores (2015), fizeram um estudo de antiménio inorganico
dissolvido no mar do leste da China. Este estudo teve como motivagéo estimar o
equilibrio entre massa de agua e antiménio e para tanto as amostras de agua foram
tamponadas em pH entorno de 4,0.A taxa de fluxo das amostras foi de 7,0 mL min*
durante a determinacdo e o método apresentou um limite de deteccdo de 0,011nM.
Foi observado que as amostras coletadas préximas ao estuario mostram maiores

concentracfes de antimdnio.

Nos equipamentos de fluorescéncia a entrada das amostras geralmente esta
na forma liquida ou em suspensdées, assim quando se trabalha com amostras sélidas
deve-se utilizar estratégias como extracdo e/ou abertura da amostra. Trabalhando
com material articulado atmosférico, ALSIOUFI et. al.(2016) desenvolveu um método
para extracdo de antimbénio inorganico utilizando micro-ondas no lugar de um
ultrassom num periodo de 6 min.Neste trabalho foi utilizado como solucdo extratora
uma mistura de NH3OH e HCI, apds a extracdo a determinacdo de antimonio foi
realizada utilizando um HG AFS hifenado com um HPLC.

3.4 TECNICA DE GERACAO DE HIDRETOS

O uso da técnica de geracao de hidretos sugere que espécies quimicas com
caracteristicas quimicas e fisicas diferentes, possam ser separadas por condi¢cdes
proprias. Assim, o analito capaz de gerar hidreto pode ser separado da matriz com
uma maior eficiéncia. A geracdo do hidreto de uma espécie quimica esta ligada

diretamente ao seu estado de oxidacdo e para espécies com estado de oxidacao
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menores, a cinética é favoravel. Porém, a quantidade de elementos que geram
hidretos ainda & muito limitada, destacando-se o antiménio, arsénio, bismuto,
germanio e indio, embora na literatura encontra-se a geracdo de hidreto de
elementos ndo convencionais, como cobre (SILVA et al., 2014a) e zinco (SUN; SUO;
LU, 2002).

Os primeiros trabalhos relatando a utilizacdo da técnica de geracéo de hidreto
sao reportados no final da década de 60. Em um deles, o arsénio foi reduzido a
guimicamente a arsina apos a adicdo de zinco metalico em meio acido. O vapor
formado era carreado ao atomizador de chama por um fluxo continuo de arg6nio e
nitrogénio e hidrogénio gerado pela reacdo, foi observado que o ganho de
sensibilidade era consideravel, em relacdo a outras técnicas, devido a eficiéncia de
transporte (HOLAK, 1969).

Entretanto, ainda haviam problemas no sinal analitico devido & chama, estes
problemas foram solucionados quando foi utilizado um tubo de quartzo em formato
de T sobre a chama, onde o hidreto era levado e decomposto, esta nova
configuracdo diminuiu bastante a interferéncia vinda da radiacao proporcionada pela
chama.Foi observado também que o ganho de sensibilidade estava associado ao
maior tempo de residéncia do vapor gerado no caminho 6tico (CHU; BARRON;
BAUMGARNER, 1972).

ApOs estas intervencdes na geracdo de hidreto, foi possivel insercdo de
outros elementos como aluminio, zinco e magnésio. Contudo as condicbes dos
meios &cidos ndo promoviam a formacdo, o que limitava e muito a técnica para
poucos elementos. Para tentar ampliar o uso da técnica para outros elementos,
BRAMAN(1972) propds a utilizacdo de borohidreto de sddio como agente redutor,
para determinacdo de antimbnio e arsénio, nestas condicbfes as espécies eram

convertidas a seus devidos hidretos.

A partir do desenvolvimento da técnica, pode-se ampliar o numero de
espécies passiveis a formacdo de hidretos volateis, aumentando a sua
aplicabilidade. Devido as suas caracteristicas, a geracdo de hidreto favorece
grandes beneficios, como a separacdo da espécie da sua matriz, devido a formacao
do hidreto da espécie, evitando a interferéncia que possa ocorrer casualmente,



40

emprego de diversos métodos de leitura analitica e uma melhora significativa nos
limites de detec¢ao devido ao transporte mais efetivo ao atomizador (NAKAHARA,
1991).

Para o antimdnio, o processo que leva a formacao de hidreto, esta ligado a

varios fatores entre eles destacam-se:

Concentracéo de borohidreto de sodio;
Tipo e concentracdo dos acidos utilizados;
Tempo de reacgéao, ligada diretamente a cinética de cada espécie;

Agentes redutores;

AN N NN

Eficiéncia de transporte do analito.

Os mecanismos de geracdo de hidreto de antiménio ainda ndo sao muito
esclarecidos.Uma das primeiras proposta foi a formagéo do hidreto, utilizando uma
solucéo alcalina de borohidreto de sodio, onde o borohidreto de sédio em meio acido
reage formando acido borico e hidrogénio elementar, em seguida, o hidrogénio
reage com o analito formando o seu respectivo hidreto. O hidrogénio elementar em
excesso forma gas hidrogénio, sendo produto final da hidrélise acida do borohidreto
gue pode ser descrito de modo geral pelas equagbes 2 e 3

Equacéo (2) - NaBH,4 + HX + 3H,0 — H3BO3 + NaX + 8H°

Equacao (3) - 8 H° + Sb"+ — SbH, + H2(excesso)

Porém, em estudos mais recentes, o processo de geracdo de hidreto
utilizando borohidreto de soédio esta baseado na formacdo de um complexo
intermediario (analito-borohidreto) onde ha transferéncia gradual de atomos de
hidrogénio. A nova evidéncia mostra que as espécies formadas durante a reacéo de
hidrélise em meio acido do borohidreto é o intermediario L,BH4". Esta nova

proposta pode ser descrida de forma geral pela equacao (4), que mostra a reacao do
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analito com o borohidreto, em seguida a formacao do intermediario e a liberacdo de

hidrogénio provocando a formacédo do hidreto de interesse.

Equacéo (4)

MY, + L3BH = intermediario — Y,,MH — Y, MH,— MH,

Tabela 8 — Determinacao de antiménio utilizando geracdo de hidreto em diversos tipos de

amostra.

Técnica Amostra Referéncia

HG-AFS Agua de mar (REN et al., 2015)

ICP OES Agua potavel (DOS SANTOS, 2015)
LC-HG-AFS Solo e sedimento (YANG; HE, 2015)
HG-APGD OES Agua de nascente (GREDA et al., 2015)
HPLC-AFS g”t?ntggfé'rf’g“c“'ado (ALSIOUFI, 2016)
HG-AAS Sedimento (SILVA et al., 2014b)
HG-LIBS Agua (UNAL YESILLER, 2013)
HPLC-HG-AFS Vegetal (OLIVARES et al., 2012)
SS-AAS Sedimento (KOZAK, 2012)
HPLClpre-reduction/HG- Solo (QUIROZ et al., 2011)
GPCL detection Agua / Solo (YE et al., 2010)

FA-HG-D-EAM

HG-ICP OES

Drogas leishmanicidas

Formula¢des farmacéuticas

(GALLIGNANI, 2009)

(CABRAL et al., 2008)
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3.5. ESPECIACAO DE ANTIMONIO

Embora haja necessidade de analisar a concentracdo de elementos trago ou
ultra traco, as informacdes sobre a mobilidade, biodisponibilidade e impacto desses
em sistema ambientais e biolégicos sao tdo ou mais importantes que a analise total
de elementos, sendo que estas informagbes ndo sdo obtidas através da
determinacdo total destes elementos. O conhecimento das espécies quimicas
presentes em amostras leva a uma maior compreensdo e entendimento dos
processos quimicos e bioquimicos envolvidos, resultando em informacdes mais
completas e corretas sobre a toxicidade ou essencialidade de cada elemento, em
gue diferentes formas de um mesmo elemento podem estar relacionadas ao estado
de oxidacdo, formas organolépticas, composicdo isotdpica ou estado de

complexacao (Caruso, J. A. et. al., 2000).

Estas espécies em niveis traco apresentam um papel importante, alguns
podem ser altamente toxicos, outros considerados essenciais, mas podendo inverter
o papel quando se apresentam altas concentracfes ou apresentando diferentes
toxicidades dependendo da variacdo do seu estado de oxidacdo, como por exemplo,
ions de Sb (Ill) sdo considerados bem mais toxicos do que os ions Sb (V) e as
formas inorganicas s&o as mais toxicas entre todas (FILLELA, 2002). ions de Cr(VI)
sdo considerados mais toxicos do que os ions Cr(lll). O mercurio por sua vez possui
toxicidade tanto na forma inorganica quanto na forma organica, porém estes
apresentam diferentes padrdes de toxicidade, sendo a forma organica mais
toxica(SKYLLBERG et al., 2006).

Assim, o estado de oxidacdo de um elemento pode afetar profundamente a
sua toxicidade. A andlise de diferentes formas quimicas de um elemento particular é
denominada de “especiacdo”, usada para indicar a distribuicdo de uma espécie em
uma determinada matriz. As diferentes formas dos metais encontrados em sistemas
aguaticos incluem o metal livre hidratado, na forma de complexos organicos e

inorganicos, metais ligados a particulas solidas, coloidais ou microrganismos.

A andlise de especiacdo de antimbnio pode ser dividida em dois grupos: o
primeiro classificado como especiacdo classica e convencional, envolvendo a

avaliacdo de antimbnio inorganico, pelos estados de oxidacédo trivalente e
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pentavalente (“Front Matter”, 2005) e o segundo envolvendo 0s compostos
organometalicos de antiménio, tendo como principais espécies quimicas o acido
metil antimoniato [MeSbO(OH),], acido dimetil antimoniato [Me,SbO(OH)], metil
antiménio [MeSbH,] e dimetil antiménio [Me,SbH] (MIRAVET et al.,, 2010). O
antiménio também esta associado a matéria organica em solos, com oxihidroxidos
de ferro, manganés e aluminio e também minerais de argila. Este tipo de interacao &
estudado por diversos trabalhos devido as espécies estarem envolvidas em
diferentes formas, tais como quelantes organicos e macromoléculas(ANTIMONY,
1990; VAN VLEEK, 2011).

Geralmente a determinagdo das espécies de antimdnio envolve a
determinacao de Sb total e Sb (lll) e a determinagcédo das outras espécies é feita por

diferenca. Para isso a etapa de separacao das espécies é de extrema importancia.

Saracoglu e colaboradores (SARACOGLU et al., 2003) desenvolveram um
procedimento para a especiagdo de antiménio em amostras de 4gua da torneira e de
aguas residuais usando GFAAS. Nesse estudo, foi feito a retencdo do Sb (lll)
complexado com pirrolidinaditiocarbamato de amoénio (APDC) numa coluna de
resina. Em seguida, h4 a reducéo de Sb (V) para Sb (lll) através da adicdo de iodeto

numa solugéo acida, permitindo a determinacao do total de antimonio.

Em outro trabalho, foram utilizados nanotubos de carbono para especiagéo de
antiménio em agua empregando ET AAS, pelo qual as espécies trivalentes séo
complexadas utilizando pirrolidinaditiocarbamato de amonio, e retidas em
minicolunas contento nanotubos de carbono, a quantificacdo é feita apos a eluicéo
utiizando uma solucdo de amoniaco, em seguida determinou-se a concentragao

total apds a reducédo do antiménio pentavalente (SARACOGLU et al., 2003).

Oliveira (2008) propés uma metodologia para especiacdo de antimbnio em
agua e soro sanguineo por ETAAS apos a extracado no ponto nuvem. Neste trabalho
o Sb (Ill) é extraido como ditiofosfato de dietilo (DDTP) em meio &cido, na presenca
de Triton X-114. Logo apods, Sb total € determinado ap6s a reducao de Sb (V) para

Sb (1) utilizando L-cisteina.

Métodos utilizando colunas cromatograficas também sao utilizadas para a
determinacdo de espécies organicas e inorganicas. KRACHLER(2001) empregou
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uma coluna de troca anionica 14 Dionex AS para a separagao de antimoénio (V) de
antimonio (l11), utilizando como fase moével uma solucdo 1,25 mM de EDTA a pH 4,7.
Para a separacdo do cloreto de trimetil antiménio (V) (TMSbCl,) os autores
utilizaram uma coluna de troca anidnica lon-120, utilizando como fase movel
NHsHCO32 mM e 1 mM a pH 8,5.

3.6  OTIMIZACAO MULTIVARIADA

A quimiometria é a correlacdo da quimica com a estatistica, para auxiliar na
resolucéo de problematicas que surgem no desenvolvimento de métodos analiticos.
As técnicas quimiométricas vém sendo utilizadas com bastante frequéncia nos
altimos anos, proporcionando o aumento da frequéncia analitica e uma diminui¢cao
do tempo laboral. As principais vantagens do emprego da quimiometria é a reducéo
do numero total de experimentos realizados durante a otimizacdo de um método,
induzindo a um consumo menor de reagentes e reduzindo o trabalho de laboratério.
Assim, se constitui uma metodologia mais viavel do que nos processos utilizados
nas otimizacbes univariadas (FERREIRA, 2015). Os beneficios dos métodos
multivariados sao proporcionar um estudo mais detalhado do processo, permitindo a
avaliacdo da significAncia estatistica dos mesmos e, além disso, permite a

possibilidade de avaliacdo das interagdes entre os fatores (TARLEY et al., 2009).

Na otimizacdo multivariada,dois passos sao primordiais. Inicialmente, é
realizada a identificacdo fatores que s&o significativos para o processo, enquanto
que a segunda etapa relaciona a otimizacdo da resposta na qual o objetivo é obter
valores 6timos dos fatores para o sistema em estudo (FERREIRA, 2015). As
variaveis ou fatores significativos existentes no método podem ser verificadas
utilizando-se de métodos de rastreio como a aplicacdo de um planejamento fatorial
completo. Porém, a otimizagdo do método, com valores finais experimentais
otimizados para os fatores podem ser obtidos levando-se em consideracdo a
identificacdo do comportamento correto da resposta. Para isso, o0 emprego de

metodologias de superficie de resposta sdo mais apropriadas (CALDAS et al., 2013).
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3.6.1. Planejamento fatorial completo de dois nive is (2¥)

Uma das ferramentas quimiométricas mais utilizadas para otimizacdo de
meétodos analiticos € o planejamento fatorial completo de dois niveis. Ela avalia as
influéncias das variaveis do sistema em estudo, ou seja, os efeitos dos fatores e de
suas interagdes sobre a resposta. A matriz desse planejamento € composta por uma
matriz numérica 2 experimentos, sendo K, a quantidade de fatores avaliados
(FERREIRA, 2015). Em geral, se utiliza o planejamento fatorial completo para
avaliacdes preliminares, onde se deseja obter informacdes sobre determinados

fatores, se estes apresentam influéncia sobre a resposta final ou néo.

Um exemplo de planejamento fatorial completo esta ilustrado na tabela 9, em
que estd expressa um sistema com 2 fatores, e 0s experimentos a serem
executados relacionados as possiveis combinagbes, sendo os valores reais

codificados em (+1) o nivel superior e (-1) o nivel inferior, para cada fator estudado.

Tabela 9 - Exemplo de matriz de planejamento fatorial completo (2°)

Experimentos A B
1 + +
2 + -
3 - +
4 . -

Além disso, com a inclusdo de um estudo no ponto central onde se inclui um
nivel zero (0), que € a média dos valores superior e inferior do fator, pode-se obter
outras informagdes como o reconhecimento de correlagdes néo lineares no intervalo
estudado e a presenca de algum erro experimental que possa ter acontecido sem a

necessidade de fazer réplicas de todos os experimentos do planejamento.
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3.6.2. Metodologia de superficie de resposta

Apés obtencdo dos fatores significativos para o processo a partir do
planejamento fatorial completo, onde ja tem a informacéo de quais sdo os fatores
significativos do método avaliado, € utilizada uma metodologia de superficie de
resposta para otimizacdo, ou seja, encontrar valores em que os fatores estudados
produzirdo a melhor resposta (TEOFILO, 2006).

A metodologia de superficies de resposta associa um grupo de modelos
matematicos e estatisticos, para a analise de problemas em que a resposta esta
atrelada a diversas variaveis.As superficies geradas pela técnica mostram
graficamente a dependéncia da resposta com os fatores e 0 comportamento dos
mesmos na regido estudada (BOSQUE-SENDRA, 1995).

Este tipo de metodologia pode ser subdividida em duas partes, o
deslocamento do dominio experimental e a modelagem, onde a repeticdo dessas
etapas pode ser realizada diversas vezes, a fim de se atingir uma regido 6tima,
que pode ser de maximo ou de minimo. Existem diversos tipos metodologias de
superficie de resposta, entre elas se destacam o planejamento fatorial de trés
niveis, planejamento composto central, planejamento Box-Behnken e a matriz de
Doehlert, onde cada uma destas deve ser escolhida mediante a necessidade e
limitacdes do método analitico (FERREIRA, 2015).

3.6.3. Planejamento Box-Behnken

O planejamento Box-Behnken é uma ferramenta quimiométrica bastante
utilizada em processos de otimizacdo de métodos analiticos. Esta possibilita o
desenvolvimento de modelos quadraticos, apresentando valores otimizados do
sistema proposto. O planejamento Box-Behnken pode ser considerado uma das
metodologias de superficie de resposta mais eficientes, como, por exemplo, quando
comparado com o planejamento fatorial de trés niveis, essa comparag¢do pode ser
estabelecida devido a eficiéncia de um planejamento experimental ser definida pela
razao entre os numeros de coeficientes estimados pelo modelo e o nimero de
experimentos (FERREIRA et al., 2007).
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A matriz numérica do planejamento Box Behnken é construida a partir da
funcdo N = 2k (k - 1) + Co, onde N é o numero total de experimentos, k € o nimero
de fatores e Co é 0 numero de pontos centrais. A tabela 10 mostra um exemplo de
uma matriz, sendo (+1) o nivel superior e (-1) o nivel inferior para cada fator
estudado e (0) é a média dos dois niveis de cada fator determinado como ponto

central.

O planejamento Box-Behnken pode ser também representado por uma
figura geométrica na forma de um cubo, em que as coordenadas da matriz sdo
representadas pelos pontos médios nas arestas do cubo e o ponto central como

mostra a Figura 3.

Figura 3 - Representacéo grafica do Planejamento Box-Behnken. Fonte - FERREIRA, 2015.

X,
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Tabela 10- Exemplo de matriz de planejamento Box-Behnken para 3 fatores

Experimento A B C
1 - - 0

2 + - 0

3 - + 0

4 + + 0

5 - 0 -

6 + 0 -

7 - 0 *

8 + 0 +

9 0 - -

10 0 + -

11 0 - +

12 0 + +

13 (PC¥) 0 0 0
14 (PC¥) 0 0 0
15 (PC¥) 0 0 0

O modelo matematico obtido a partir dos ensaios experimentais é expressa
como uma relagéo entre os termos lineares e os termos quadraticos da funcéo. Este
modelo quadratico pode ser representado da seguinte forma equacéo (6) para um

método com trés variaveis.

Equacdo (6) - R = a + bA + cB + dC + eA?+ fB? + gC? + hAB + iAC + jBC
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Onde estd mostra os termos lineares e quadraticos, bem como os termos que
correlacionam a interacéo entre variaveis. Sendo R a resposta final do sistema; a um
termo independente; b, c e d, coeficientes de termos lineares, e, f, g os coeficientes
de termos quadraticos relativos a cada um dos fatores; h, i, j s8o os coeficientes

correspondentes as interacdes; A, B e C representam os fatores.

3.6.4. Planejamento Doehlert

O planejamento Doehlert tem sido muito utilizado no processo de otimizacéo
de métodos analiticos, ele é baseado na distribuicdo uniforme de pontos onde cada
um tem espacamentos iguais formando um circulo, esfera ou hiperesferas
concéntricas que varia a depender de quantos fatores se utiliza, a mais simples é a
forma hexagonal para o caso de dois fatores (FERREIRA, 2015). O planejamento
Doehlert apresenta particularidades em relagcédo as outras MSR, permitindo estimar
parametros para o modelo quadratico e a constru¢do de planejamentos sequenciais
devido a grande possibilidade de mobilidade do seu dominio experimental, tendo
em relacdo as outras metodologias um numero menor de experimentos. A tabela 11

representa o planejamento mais simples para dois fatores.

Tabela 11 — Matriz do planejamento Doehlert para dois fatores.

Experimento A B
1 0 0
2 0 +1
3 +0,866 +0,5
4 0 -1
5 -0,866 -0,5
6 -0,866 +0,5

7 +0,866 -0,5
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O dominio experimental é avaliado para N experimentos em que o nimero
de fatores K esta dentro do intervalo 2>k < 10, assim para o planejamento tem-se
K2 +k+1 experimentos e correspondendo um minimo de pelo menos trés niveis
para cada fator, assim para um planejamento de duas variaveis a matriz apresenta

uma dimensao de (3,5) como esta representada na tabela 11.

Em relacdo a outros planejamentos, a matriz de Doehlert apresenta, por
exemplo, um nimero de experimentos iguais ao do Box-Behnken, a diferenca € o
namero minimo de fatores 2 e 3, respectivamente. Ja em relacdo ao composto
central ele apresenta uma quantidade de experimentos menor demonstrando sua
maior eficiéncia. Comparando a eficiéncia da matriz de Doehlert, ela apresenta o
mesmo valor em comparacdo ao Box-Behnken para um experimento com trés
fatores, o = 0,86, enquanto para o0 planejamento composto central, ¢ = 0,67
(BOSQUE-SENDRA, J. M., 1995).

Mesmo o planejamento Doehlert e o planejamento Box-Behnken mostrando
a mesma eficiéncia, o Doehlert permite trabalhar com um minimo de duas variaveis
e as mesmas serem avaliadas em diferentes niveis. Esta caracteristica permite a
escolha livre dos fatores, permitindo um estudo mais detalhado do dominio
experimental. Esta caracteristica € relevante quando alguns fatores apresentam
limitagGes instrumentais ou alto custo, de forma que, seu estudo com pequeno

namero de niveis seja necessario (ARAUJO, 1996).

Assim, o planejamento Doehlert torna-se bastante adequado e vantajoso
para otimizacdo de experimentos por ser facilmente aplicado as variaveis
experimentais e a flexibilidade de poucos experimentos, permitindo a construcao de
um planejamento na regido em que se espera resposta maxima e também a
quantidade de niveis correspondentes a cada um dos fatores pode ser utilizada a
obter mais informacdes sobre os fatores mais significantes ou problematicos. A
figura 4 mostra uma representagdo geométrica das coordenadas de um

planejamento Doehlert.
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Figura 4— Representacao do planejamento de matriz Doehlert
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3.7. METODOS DE ANALISE EM FLUXO

Nas ultimas décadas, vém se desenvolvendo novas metodologias analiticas
a fim de realizar um controle de um namero grande de parametros, onde se garante
resultados confiaveis, seguros e econémicos. Com isso, a automacao dos métodos
analiticos permite diversas vantagens, como o aumento da qualidade da analise e a
flexibilidade dos sistemas, o que proporciona uma melhor seletividade e
sensibilidade nos métodos analiticos, sem grandes alteracdes dos instrumentos.
Também torna-se possivel o armazenamento dos resultados experimentais obtidos
para que possam ser processados e utilizados a qualquer momento, além de
reduzir o tempo de analise (CERDA; AMALIA, 2009).

O desenvolvimento de técnicas para andlise em fluxo permitiu a
automatizacdo completa ou parcial dos diversos processos analiticos. Um método
automatizado deve ser capaz de realizar todas as etapas do processo analitico,
sem a intervencao do analista, esse mesmo tomar decisdes e mudar as condi¢des
de trabalho, se os resultados assim o exigirem (CERDA, 2014). Em processos
parcialmente automatizados, o processo se compromete a um ou mais dos
recursos do meétodo, mas nao todos. Numa automacdo completa se inclui todas as
fases de um processo analitico, como por exemplo, amostragem, separacao do

analito, diluicAo ou pré-concentragdo das espécies de interesse, medigéao,
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tratamento de dados, tomada de decisbes e mudancas de estratégia para a
medicao(PORTUGAL et al., 2015).

3.7.1 Técnicas de analise em fluxo com injecdo mul  tiseringas - MSFIA

A técnica de analise em fluxo utilizando multiseringas (MSFIA),foi descrita
inicialmente em 1999. Esta técnica se apresenta como uma excelente ferramenta na
resolucdo de problemas de fluxo onde a uma manutencdo automatica, trazendo
varias vantagens em comparacdo com outras técnicas, como um fluxo de alta

frequéncia, grande robustez e versatilidade (ALBERTUS et al., 1999).

O sistema MSFIA (figura 5) pode ser compreendido da seguinte forma,
geralmente possui um modulo com quatro seringas que sao movidas
simultaneamente por um émbolo que se desloca verticalmente. Em cada uma das
seringas apresenta uma valvula solenoide na sua extremidade superior com duas
vias, permitindo uma grande variedade de modos de injecdo predeterminados. O
sistema também apresenta em sua constituicdo, tubos de politetrafluoroetileno
(PTFE) o que garante a utilizacdo de reagentes organicos, além de possuir a
possibilidade de fazer diversas conexfes utilizando conectores de
polimetilmetacrilato (PMMA) que podem ser construidos com diversas vias. Além
disso, devido as valvulas solenoides, os reagentes que nao foram utilizados séo
devolvidos aos respectivos recipientes de origem sem alterar nenhum passo do
procedimento, diminuindo assim a producdo de residuos em relacdo a outros
métodos (CERDA; AMALIA, 2009).
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Figura 5— Representacdo do modulo Multiseringa para andlise de injecdo em fluxo MSFIA.

!j Ij d €« \/alvulas solenoide

€—— Seringas
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A utilizacdo do MSFIA com sistemas integrados, proporciona uma maior
versatilidade, como é o caso do acoplamento desta com outra metodologia
conhecida, a Lab-on-Valve (LOV), este método esta baseado num sistema de canais
integrados para uma célula de fluxo montado numa valvula que apresenta diversas
posicdes. Suas principais caracteristicas sado: grande versatilidade com outras
configuragbes de analise em fluxo, robustez e baixo custo(RUZICKA, 2000). A

Figura 6 mostra a representacao de um sistema Lab-on-Valve.

Figura 6 — Sistema Lab-on-Valve (LOV). Fonte (CERDA; AMALIA, 2009)
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4. OTIMIZACAO DA ESTRATEGIA ANALITICA PARA DETERMIN ACAO DE
Sb TOTAL EM TECIDOS DE MUSCULO DE PEIXES UTILIZANDO
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM GERACAO DE H IDRETO.

A determinacdo de metais em amostras alimenticia apresenta grande
importancia devido a identificacdo de fontes de minerais. Isso permite analisar a
presenca de elementos essenciais e ndo essenciais, sendo crescente, nos ultimos
anos, o interesse na determinacdo desses elementos. Os ndo essenciais trazem
uma maior preocupacao por conta da exposicao e disturbios em sistemas organicos,

levando-se a situagdes especiais de doencas (HAESE et al., 1995).

As fontes de contaminacdo dos alimentos por estes metais, podem ser
devido a armazenagem, transporte, estocagem ou poluicdo do solo devido a
irrigacao, pesticidas e fertilizantes (TOKALIOGLU, 2012). Alimentos e derivados de
plantas, que apresentam area folhosa relativamente grande, a exemplo do espinafre,
repolho, alface e outros com alto poder de absorcdo, podem conter niveis elevados

de metais quando cultivados perto de fontes contaminadas (OYMAK et al., 2009).

Desta forma, a determinacao e o controle do teor de antiménio em alimentos
se faz necessaria. No entanto, a maior dificuldade encontrada durante a
determinacdo de antimbnio em amostras de alimentos é seu carater volatil,
tornando-se mais critico para analise de especiagdo. Com isso, 0s processos de
preparacdo da amostra para determinacdo de antiménio requerem maior atencao
(WELNA; SZYMCZYCHA-MADEJA; POHL, 2014).

4.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1.1. Instrumentacao

Para a determinacdo de antiménio em amostras de tecido de musculo de
peixe, foi utilizado durante todas as medidas um espectrometro de absorgéo atdmica
com fonte continua de alta resolucdo modelo ContrAA 700 (Analytik Jena AG, Jena,
Alemanha). Como fonte de radiacdo foi utilizada uma lampada de arco curto de
xenonio com alta intensidade de radiacdo operando no modo hot-spot, com
intensidade de corrente de 13 A. O equipamento possui um monocromador duplo de
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alta resolucado e um dispositivo de carga acoplada (CCD) como detector. Todas as
medidas foram realizadas usando a linha principal do antiménio, a qual possui
comprimento de onda de 217,5815 nm, e a concentracdo do teor de antimdnio foi
determinada através da analise da altura do pico de absorcéo utilizando um tempo
de leitura de 15s. A composi¢do da chama para o aquecimento do tubo de quartzo
era constituido por acetileno e ar, com um fluxo de 80 L h e 400 L h
! respectivamente. Como gas de purga para o transporte do hidreto de antiménio
utilizou-se argbnio com alto grau de pureza de 99,996% (White Martins, S&o Paulo,

Brasil).

Durante todo o trabalho, um sistema de geracdo de hidreto modelo HS50
Analytik Jena (GLE, Berlim, Alemanha), como mostra a figura 7, foi acoplado ao
ContrAA 700 para geracdo e transporte do hidreto para o atomizador. Ele foi
operado manualmente, sendo que o0 vapor gerado era transportado
pneumaticamente até a célula de reacdo de quartzo que era aquecida sobre a

chama.

Figura 7 - Desenho esquematico do sistema de geracao de vapor frio de mercurio utilizando
maodulo HS50 adaptado e acoplado ao HR-CS AAS. Fonte: SILVA 2012

4.1.2. Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados ao longo do trabalho possuiam alto grau

analitico. Os padrbes de antiménio foram preparados a partir de sucessivas diluicdes
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de um padrdo de 1000 mg L* (MERCK, Darmstadt, Alemanha) em &cido nitrico
0,05%. Para preparacdo das solugbes padrdo, utilizou-se agua ultrapura obtida a
partir de um sistema de purificagdo de agua modelo Milli-Q Plus (Bedford,
Massachusetts, EUA), com resistividade especifica de 18,2 MQ cm™. As solucdes
utilizadas para as curvas de calibragédo foram preparadas diariamente numa faixa de
0,0 2 10,0 mg.L™.

A solucdo de borohidreto de sodio (MERCK) 6% (m/v) foi preparada
diariamente dissolvendo o sélido em uma solucdo de hidroxido de sodio 0,05%
(Merck). Ap6s o preparo a solucdo era filtrada usando uma membrana de
porosidade 0,45 um. As solugBes de &cido nitrico foram preparadas a partir da

diluicdo do acido concentrado 65% (MERCK, Alemanha) em agua ultrapura.

4.1.3 Preparo das amostras de tecido de musculo de peixe.

Para o procedimento de preparo de amostra de tecido de musculo de peixe
(Arraia - Rajiformes lasmobranquiomorpha), foi empregado a decomposicéo por via
umida assistida por radiagcdo micro-ondas modelo Start D (Millestone, Sorisole,
Itélia). Para o preparo, foi pesado 0,2 g de amostra e colocados nos tubos de
decomposicao juntamente com uma mistura constituida de 2,0 mL de acido nitrico
concentrado, 1,0 mL de per6xido de hidrogénio e 5,0 mL de agua ultrapura. O
programa de aquecimento do micro-ondas esta apresentado na Tabela 12, em que
sdo apresentadas as sete etapas. Na Ultima etapa do procedimento de
decomposicdo o sistema foi resfriado utilizando ventilagdo forcada durante 30 min.
Apés a etapa de decomposicdo, as amostras foram transferidas para recipientes
plasticos e foi adicionada agua ultrapura para que as amostras atingissem um
volume final de 10 mL. O procedimento de digestdo foi aplicado em triplicata em
todas as amostras de tecido de musculo de peixe. As amostras de peixe foram

coletadas em duas regides da Baia de Todos os Santos.
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Tabela 12 — Programa de aguecimento para digestdo por micro-ondas das amostras de
tecido de musculo de peixe.

Etapa Tempo (min) mF;?(E?nn;(i\?V) Temperatura (°C)

1 5 800 80

2 4 800 80

3 4 1000 120

4 5 100 120

5 5 1000 160

6 10 1000 160

7 - - Resfriamento

4.2. OTIMIZACAO E RESULTADOS PARA DETERMINACAO DE
ANTIMONIO EM AMOSTRAS DE TECIDO DE MUSCULO DE PEIXE.

A otimizacdo das condicbes experimentais para geragdo do hidreto de
antiménio consistiu na realizacdo de diversos ensaios para que se obtivesse uma
condicdo 6tima para o sistema proposto. Para isso, realizou-se inicialmente um
planejamento fatorial completo 23, para avaliar os efeitos dos fatores, se 0s mesmos
possuiam significancia durante o processo e se havia algum tipo de interagédo entre
eles. Os fatores envolvidos nesta etapa foram: concentracdo do &cido nitrico,
concentracdo do borohidreto de sodio e a taxa de fluxo do argbénio. Foi tambéem
realizado experimentos no ponto central para avaliar e determinar possiveis erros
experimentais durante o processo de otimizacdo. A tabela 13 mostra os dominios
experimentais utilizados dos fatores, apresentando seus valores reais e
codificados.Como resposta analitica foi utilizado o sinal de altura de pico de

absorgcéo do antimdnio. Durante todo processo de otimizacdo do método, 10 mL de
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solucdo padrdo de antiménio de 10 pg L™ foi utilizado em cada experimento. Em
seguida, no momento da leitura de cada experimento foi injetado 2,0 mL da solucéo

de borohidreto de sddio no frasco reacional.

A partir das respostas obtidas através da matriz do planejamento fatorial
completo de dois niveis foi possivel gerar um grafico de Pareto (Figura 8) a qual foi
possivel analisar a significancia dos fatores investigados, o efeito de cada uma delas

e se havia interacao significativa entre eles.

Tabela 13— Planejamento fatorial completo 2° para determinac&o de antiménio em
tecido de musculo de peixe.

Fluxo de
Experimento  [HNO 3] (mol L ™) : ri:_g?nri]:wo'l) [BH 4] (%) ABS
1 -1(0,5) -1 (24) -1(0,5) 0,2142
2 1(2,5) -1 (24) -1 (0,5) 0,2634
3 -1(0,5) 1(32) -1(0,5) 0,2915
4 1(2,5) 1(32) -1(0,5) 0,4116
5 -1(0,5) -1 (24) 1(2,5) 0,2619
6 1(2,5) -1 (24) 1(2,5) 0,3930
7 -1(0,5) 1(32) 1(2,5) 0,4890
8 1(2,5) 1(32) 1(2,5) 0,5627
9 (CP) 0 (1,5) 0 (29) 0 (1,5) 0,5062
10 (CP) 0 (1,5) 0 (29) 0 (1,5) 0,5070

11 (CP) 0 (1,5) 0 (29) 0 (1,5) 0,5191
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A partir do grafico de Pareto, pode-se observar que todos os fatores
escolhidos bem como a interacdo do vazdo de argbnio e a concentracdo de
borohidreto foram estatisticamente significativos e positivos. Foram calculados os
efeitos dos fatores e de suas interacfes (FERREIRA, 2015), expressas a um nivel
de confianca de 95% e todos apresentaram efeito positivo, indicando assim, que a
resposta analitica aumenta uma vez que os fatores aumentam de nivel dentro do
dominio experimental de trabalho estudado. Observando o grafico de Pareto pode-
se verificar que o fator que apresentou a maior significancia foi o fluxo de argoénio,
este fator apresenta um efeito positivo (0,156), indicando que com um fluxo maior de
argébnio o transporte do vapor gerado acontece de forma mais rapida para o
atomizador, e como a resposta analitica é a altura do pico de absor¢do, o aumento
do ndmero atomos de antiménio no caminho Optico ir4 resultar numa maior

quantidade de radiacao absorvida, ou seja, uma maior resposta.

O efeito da concentracdo do borohidreto de sédio também foi positivo (0,131),
indicando que para maiores valores de concentracdo a resposta analitica também

sera maior, iSSo ocorre pois com um maior aumento da concentracdo do borohidreto



60

7

uma quantidade de matéria maior € injetada no tubo reacional onde ocorre a

formacao do hidreto, favorecendo assim a reacéo de formacao do hidreto.

A concentracdo do acido nitrico também apresentou valor de efeito positivo
(0,094) para o dominio experimental estudado, assinalando utilizar valores maiores
de concentracdo de acido, o que contradiz a literatura, pois, ha maioria dos casos,
para concentracoes altas de 4cido a geracdo de gas hidrogénio € maior, 0 que pode
provocar uma diluicdo do vapor quimico gerado, mas neste caso a relacédo do acido
com o borohidreto de sédio pode responder esta questdo devido a indicacao de

maiores valores de concentracdo de borohidreto.

Pode-se observar também que a curvatura também se mostrou significativa
com efeito negativo (-0,150). O teste de curvatura € calculado a partir da diferenca
da média dos valores dos experimentos do planejamento pela média dos
experimentos do ponto central. Indicando assim que a regido do ponto central ndo é

a regido de maximo.

Considerando os resultados obtidos a partir do planejamento fatorial
completo, que mostrou que todos os fatores escolhidos apresentavam significancia
no dominio experimental estudado, foi aplicado uma metodologia de superficie de
resposta a fim de se obter as condi¢gBes 6timas para geragdo de vapor quimico de
hidreto e todos os trés fatores foram incluidos. O dominio experimental foi
estabelecido ap0s avaliacdo do grafico de Pareto. A tabela 14 mostra a matriz com
os valores codificados e os valores reais dos fatores utilizados no planejamento Box-

Behnken e as respostas encontradas durante os experimentos.
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Tabela 14 - Matriz do planejamento Box Behnken para otimizacdo do procedimento

de geracéao de hidreto na determinacéo de antiménio em amostras de tecido de

musculo peixe.

Experimento  [HNO 5] (mol L %) Vazf‘;f?n?r: gf;”io ['?(;'))4] ABS
1 1(0,6) 1(12,0 0 (4,5) 0,1775
2 1(1,4) 1(12,0 0 (4,5) 0,1578
3 1(0,6) 1(34,0) 0 (4,5) 0,2852
4 1(1,4) 1(34,0) 0 (4,5) 0,2691
5 1(0,6) 0 (22,0) 1@3) 0,2224
6 1(1,4) 0 (22,0) 1@3) 0,2150
7 1(0,6) 0 (22,0) 1(6) 0,3165
8 0 (1,0) 0 (22,0) 1(6) 0,2675
9 0 (1,0) 1(12,0) 1@3) 0,1733
10 0 (1,0) 1(34,0) 1@3) 0,2224
11 0 (1,0) 1(12,0 1(6) 0,2360
12 0 (1,0) 1(34,0) 1(6) 0,2762
13 0 (1,0) 0 (22,0) 0 (4,5) 0,2905
14 0 (1,0) 0 (22,0) 0 (4,5) 0,3072
15 0 (1,0) 0 (22,0) 0 (4,5) 0,2950

Os resultados obtidos através do planejamento Box-Behnken foram avaliados

e tratados empregando o programa estatistico Statistica 7.0 e um modelo quadratico
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foi gerado sem falta de ajuste para se obter as condigcbes de maximo para geragao
de hidreto de antimdnio no dominio experimental estudado. Com os dados obtidos
na realizacdo dos experimentos que compdem esta matriz foi possivel gerar as
superficies de resposta na Figura 9. Estas superficies de resposta podem ser
descritas pela equacao (7) a qual ilustra a relacdo entre os fatores escolhidos:

concentragéo do &cido nitrico ([HNO3]), concentracdo do borohidreto de sodio[BH,] e
a taxa de vazao do argonio (FA).

Equacdo (7) - ABS = -0,498 + 0,340[HNO;] - 0,148[HNO;)* + 0,252(FA) — 0,00046(FA)* +
0,0118[BH,] — 0,0084[BH,]* + 0,00026[HNO:](FA) — 0,0173[HNO;](FA) — 0,00017(FA)[BH,]

Figura 9 — Superficies de respostas obtidas pela da matriz Box-Behnken.
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As condi¢des experimentais encontradas foram: concentracdo de acido nitrico
de 0,82 mol L, a vaz&o de argonio de 26,50 mL min™ e a concentracdo de sodio
borohidreto de 5,9% (m v'). Assim, as condicées de trabalho estabelecidas para o

procedimento geral estdo dispostas na tabela 15.

Tabela 15 — Valores das condi¢cfes experimentais 6timas para determinacao de
antiménio em amostras de tecido de musculo de peixe.

Minimo Critico Maximo
[HNO3] (mol L™Y) 0,6 0,80 1,4
Fluxo de argénio (mL min™) 12,0 26,0 34,0
[BH,] 3,0 6,0 6,0

4.4. FIGURAS DE MERITO

O método proposto para determinacdo de antiménio em amostras de tecido
de musculo de peixe utilizando espectrometria de absorcdo atbmica com geracao de
hidretos descrita foi validado segundo as normas estabelecidas pela IUPAC
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Os valores de absorvancia de antiménio
utiizando o sistema proposto e nas condigcbes experimentais otimizadas varia
segundo a equacéo da curva de calibracdo aquosa (Equacdo 8), esses valores
foram expressos com um intervalo de confianca de 95%. Além disto, foi utilizada a
técnica de adicdo de analito a fim de avaliar qualquer interferéncia no sinal analitico
durante as medidas. A inclinacdo da curva com adicdo de analito expressa na
equacdo 9 mostra que ndo houve diferenga significativa,para um nivel de 95% de
confianga, entre essa curva e a curva de calibracdo aquosa, mostrando que a
quantificacdo do método para determinacdo de antiménio na matriz de tecido de

musculo de peixe pode ser realizada pela técnica de calibracéo externa.
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Equacdo (8) - ABS = (0,0550 + 0,0041)[Sb pg L] + (0,0179 + 0,0025), r*= 0,9980

Equacdo (9) - ABS = (0,0575 + 0,0054) [Sb ug L™ + (0,2240 +0,0332), r?= 0,9950

Com estes resultados, aplicando as condi¢cdes experimentais oOtimas, foi
possivel calcular os limites de deteccdo (30/s) e quantificacdo (100/s) que foram de
0,8 e 2,6 ng g™, respectivamente. A precisdo que mede o grau de variagdo entre as
respostas do método, foi de 4,3%, expressos por desvio padrao relativo (RSD%), e

foi obtida através de cinco determinacdes repetitivas de um padrdo de 5 pg mL™.

O grau de exatiddo do método proposto foi avaliado através da quantificacédo
de antimonio em um material de referéncia certificado (CRM) de tecido de ostra
1566b disponibilizado pelo National Institute of Standards and Technology (NIST).
Os valores de concentracdo de antimbnio encontrados pelo método proposto
foram estaticamente concordantes a um nivel de 95% de confianca, com o0s
valores certificados do CRM (0,013 + 0,005 mg g™) e (0,011 + 0,002 mg g™),

respectivamente. Estes resultados corroboram a exatiddo do método.

4.5. APLICACAO DO METODO PARA DETERMINACAO DE ANTIMONIO
EM TECIDO DE MUSCULO DE PEIXE

O método proposto foi aplicado para a determinacdo de antimdnio total, em
sete amostras de tecido de musculo de peixe. Os resultados obtidos podem ser
observados na tabela 16. Nestas amostras o teor de antimbnio encontrado variou de
62,3 a 246,9 ng g, sendo que para duas amostras a concentracdo de antiménio foi
menor que o limite de quantificacdo do método. Os valores encontrados nas
amostras ndo apresentam risco a saude, considerando a ingestdo de 150 g de peixe
semanal (JOOSTE et al., 2014).



Tabela 16 — Determinacéo de antimbnio em amostras de tecido de musculo de peixe
coletadas na Baia de todos os Santos.

Amostra Local de coleta [Sbtotal] (ngg ™)
M1 Madre de Deus 62,3+1,8

M2 Madre de Deus 369,5+9,6
M3 Madre de Deus 158,1 + 3,6
M4 Madre de Deus <LQ

M14 Bom Jesus dos Pobres 246,9 £13,0
M15 Bom Jesus dos Pobres <LQ

M16 Bom Jesus dos Pobres 134,1 +10,0
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5. ANALISE DE ESPECIACAO DE ANTIMONIO INORGANICO EM
AMOSTRAS DE SEDIMENTOS DO ESTUARIO SAO PAULO, BAHIA , BRASIL.

Andlise de especiacdo de antimbnio em amostras solidas caracteriza uma
tarefa ardua, pois envolve processos adequados de extracdo das espécies de
interesse com recuperacfes quantitativas, evitando a interconversao das espécies
(JUNG; THORNTON; CHON, 2002). A técnica analitica mais comumente utilizada na
especiacao de antimoénio é a cromatografia liquida (QUIROZ et al., 2011). Assim, a
amostragem de suspensdo juntamente com uma etapa de extracdo de analitos
mostra-se uma excelente ferramenta para o preparo de amostras quando
comparada com outras como digestdo, além de reduzir o riscos de perdas de

elementos, diminuir possiveis contaminacdes (JUNIOR et al., 2015).

Neste estudo foi investigado a extracdo de espécies de antiménio em
amostras de sedimento, utilizando metodologias de otimizagdo multivariada. Para
isso 0 método desenvolvido foi aplicado em sete amostras de sedimento marinho
coletadas no Estuario Sao Paulo, localizado na Baia de Todos os Santos (Bahia,

Brasil).

51 INSTRUMENTAGCAO

Durante a realizacéo de todo este trabalho, todas as medidas experimentais
foram realizadas utilizando o mesmo equipamento que foi empregado no capitulo

anterior descrito na secéo 3.

Foi utilizado um Banho Ultrassbnico Modelo USC -1850 UNIQUE
(Indaiatuba, S&o Paulo, Brasil) durante todos os experimentos na etapa de

preparo de amostra.

5.2 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e todas as solu¢des

foram preparadas com agua deionizada por um sistema Milli-Q (Millipore, Berford,
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MA, USA, com resistividade de 18,2 MQ cm). As solucées padréo de 1000 mg L™
de Sb (Ill) e Sb (V) foram preparadas por dissolucédo adequada de SbCl; e SbCls
(Merck), respectivamente, em 20 % (v/v) de HCI (Merck) e diluidas com agua
deionizada. Apds isso, a solucao foi mantida a uma temperatura de 4°C. Todas as
solugdes utilizadas nas curvas de calibracdo e otimizacdo do método eram

preparadas diariamente.

As solucbes aquosas de borohidreto de sédio (m/v) foram preparadas
diariamente dissolvendo NaBH, em uma solucédo de 0,5 % (m/v) NaOH e filtrada
com membrana de 0,45 um. A solucdo para pré-reducdo contendo iodeto de
potassio e acido ascorbico, 10 e 2,0 % (m/v), respectivamente, foram preparadas
diariamente em agua deionizada. Além disso, foi preparada uma solucéo de citrato
de sodio 5% (m/v) utilizada como agente mascarante para o Sb (V) (JUNIOR et
al., 2015).

5.3. COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS
5.3.1 Coleta das amostras

Todas as amostras foram coletadas no Estuario Sdo Paulo, localizado na Baia
de todos os Santos, entre as cidades de S&o Francisco do Conde e Candeias, estas
duas regibes apresentam grande atividade industrial devido a exploracdo de
petréleo. A coleta das amostras foi feita utilizando um amostrador manual de aco
inoxidavel como mostra a Figura 10. As amostras de sedimento superficiais foram
recolhidas a uma profundidade que variaram de 0 a 20 cm. Em seguida, foram
peneiradas por uma peneira de 4 pum para que fosse possivel remover partes
indesejaveis como pedra e material vegetal. As amostras foram homogeneizadas e

submetidas ao processo de liofilizagao para retirada da umidade durante 72 horas.
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Figura 10 — Amostrador utilizado para coleta de sedimento

5.3.1. Preparo das amostras para determinacdo de a  ntimonio inorganico
Determinacéo de antimonio total:

Foram pesadas 0,2 g de amostra de sedimento e transferidas para um balao
volumétrico de 25,0 mL. Em seguida, foram adicionados 5,0 mL de uma solucao de
acido cloridrico 7,2 mol L™ e 1,0 mL da solucao redutora (Kl/acido ascérbico). Depois
disso, a mistura foi colocada em um banho ultrassonico durante 20 min a
temperatura de 70 °C. Esta mistura foi arrefecida e o volume do baldo volumétrico foi
completado utilizando 12 mL de &gua deionizada e 7,0 mL de solucdo de acido
cloridrico 2 mol L™ para se obter uma concentracdo final de 2mol L™, que foi a
condicédo otima de leitura. Apos todo preparo, foram recolhidas aliquotas de 10 mL

da suspensao preparada e analisadas para a determinagao de Sb total.

Determinacéo de antiménio (lll):

O procedimento de determinacéao de Sb (Ill) ocorreu de forma semelhante ao
de determinagao de Sb total, diferindo na adi¢cdo de 1,0 mL de solugcao de citrato de
sbédio, agente mascarante de Sb (V), ao invés da solugcdo redutora de Kl/acido
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ascorbico. No final, aliguotas de 10 mL da suspensao de amostra foram recolhidas e
analisadas para a determinacéo de Sb (llI).

As curvas de calibracdo para quantificacdo do método foram preparadas
diariamente, da mesma forma que as amostras, com a adi¢cao de 1,0 mL da solucéo
de pré-reducéo para Sb (Ill) e 1,0 mL de &cido citrico para Sb (V). A concentracdo
de Sb (V) foi determinada pela diferenca do Sb total e Sb (llI).

5.4. OTIMIZACAO E RESULTADOS PARA DETERMINACAO DE ANTIMONIO
EM AMOSTRAS DE SEDIMENTO MARINHO.

A otimizagdo dos parametros experimentais envolvidos na extracdo da
espécie antimoénio foi constituido de duas etapas, planejamento fatorial completo e a
aplicacdo de uma metodologia de superficie de resposta. A otimizacdo foi
desenvolvida utilizando 0,2 g de amostra e 0s experimentos foram realizados em
ordem aleatodria. As variaveis escolhidas para a otimizacdo que influenciam na etapa
de extracdo de antimonio foram: temperatura do banho ultrassbnico, tempo de

radiacdo de ultrassom e concentracao da solucéo de acido cloridrico.

Inicialmente foi empregado um planejamento fatorial completo 23 para a
otimizacdo. A Tabela 17 apresenta os valores reais e valores codificados, bem como
sinais analiticos de absorvancia utilizados como resposta quimiométrica
encontrados. As concentracdes da solucédo pré-redutora Kl/acido ascoérbico e a do
agente mascarante citrato foram selecionados com base em valores reportados na

literatura.
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Tabela 17— Planejamento fatorial completo 2° para otimizac&o do processo de
extracdo de espécies de antimonio.

: Qoncentragéq de Tempo~de Temperatura A
Experimento aC|d(()mc(l?|r_|_dlr)|co ra?rlna}g?o °C) Absorvancia
1 -1(2,0) -1 (20) -1 (40) 0,02496
2 1 (6,0) -1 (20) -1 (40) 0,03606
3 -1 (2,0) 1 (40) -1 (40) 0,02385
4 1 (6,0) 1 (40) -1 (40) 0,03215
5 -1(2,0) -1 (20) 1 (80) 0,02713
6 1 (6,0) -1 (20) 1 (80) 0,04449
7 -1(2,0) 1 (40) 1 (80) 0,02434
8 1 (6,0) 1 (40) 1 (80) 0,03731
9 (PC) 0 (4,0) 0 (30) 0 (60) 0,03619
10(PC) 0 (4,0) 0 (30) 0 (60) 0,03647
11(PC) 0 (4,0) 0 (30) 0 (60) 0,03459

Com as informacdes obtidas através do tratamento dos resultados gerados
pela matriz do planejamento fatorial completo, foi possivel gerar um grafico de
Pareto (Figura 11) onde apresenta a significancia de cada fator bem como a
interac@es entre eles. Os valores obtidos foram calculados a um nivel de confianca
de 95%.
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Figura 11 — Grafico de Pareto do planejamento fatorial completo para otimizacdo da

(3)Temperatura ("C) 5.664256

(1)Concentragio de acido cloridrico (M}

Curvatr. 6,500454

(2)Tempo de radiacdo (min) E / -5,22506
1by3
1by2 k

2by3

Através do planejamento fatorial completo, foi possivel calcular os efeitos de
cada fator e das suas interacdes, que obtiveram valores de: 0,01243; 0,00406; -
0,00375 para concentragdo de acido cloridrico, temperatura do banho ultrassénico e

tempo de radiagao ultrassonico, respectivamente.

Avaliando o grafico de Pareto e os valores dos efeitos, € possivel observar
que, a variavel que apresentou maior significancia foi a concentracdo de acido
cloridrico. Este resultado sugere que a extracao das espécies de antiménio aumenta
com o aumento da concentracdo do &cido cloridrico. Isso mostra o quanto a
extracdo de uma determinada espécie é influenciada pelo solvente. Em seguida, o
fator com o efeito mais significativo foi a temperatura do banho ultrassénico, que
apresentou um valor positivo demonstrando que o aumento da temperatura do
banho de ultrassonico favorece a extragdo. Isso indica uma relacdo direta da
temperatura com o processo de extracdo, ou seja, em temperaturas mais elevadas
pode se obter um processo de extracdo mais favoravel. Contudo, em temperaturas
muito elevadas pode haver perda do analito de interesse. O efeito do fator tempo de
radiacdo ultrassdnico também apresentou carater significativo com um valor

negativo. Este resultado indica que as espécies de antiménio sédo perdidas durante a
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extracdo quando se utilizada um tempo de radiacdo muito grande, o que pode estar
associado ao maior tempo de exposi¢cdo a maiores temperaturas que a ambiente.
N&o foi observado interacdo entre os fatores escolhidos dentro do dominio

experimental escolhido.

Com base nos resultados obtidos pelo planejamento de fatorial completo, foi
aplicado o Box-Behnken para determinacdo das condicbes experimentais 6timas
capazes de conferir uma melhor extracdo de antiménio nas amostras de sedimento.
ATabelal8 mostra os niveis dos fatores e as respostas quimiométricas em termos de
absorvancia, os quais foram medidos utilizando o procedimento para a determinacéo

de antimOnio total.

Com os dados obtidos foi possivel gerar um modelo quadratico que nao
apresentou falta de ajuste. A partir desse modelo, foi possivel gerar uma equacéo
matematica (equacdo 10) para descrever a relacdo dos fatores escolhidos:
temperatura (T°), tempo de radiagdo (TP) e concentracdo de HCI. A Figura 11
mostra que os valores criticos do experimento, ou seja, os valores das condi¢cbes

Otimas estéao dentro do dominio experimental escolhido.



Tabela 18- Planejamento Box-Behnken para otimizacdo do processo de extracao de
antimoénio em amostras de sedimento.

Tempo de

Experimento Tem‘zfé";‘t”ra radiagdo [HCI] ol de
(min)
1 60 (-1) 10 (-1) 6 (0) 0,03683
2 80 (1) 10 (-1) 6 (0) 0,03495
3 60 (-1) 30 (1) 6 (0) 0,03726
4 80 (1) 30 (1) 6 (0) 0,03619
5 60 (-1) 20 (0) 4(1) 0,02185
6 80 (1) 20 (0) 4 (1) 0,02022
7 60 (-1) 20 (0) 8 (1) 0,03779
8 80 (1) 20 (0) 8 (1) 0,04140
9 70 (0) 10 (-1) 4 (1) 0,02390
10 70 (0) 30 (1) 4 (1) 0,01960
11 70 (0) 10 (-1) 8 (1) 0,03490
12 70 (0) 30 (1) 8 (1) 0,03868
13 70 (0) 20 (0) 6 (0) 0,04462
14 70 (0) 20 (0) 6 (0) 0,04442

15 70 (0) 20 (0) 6 (0) 0,03839
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Equagdo (10) -ABS = 0,042 - 0,000121(T°) - 0,002562(T°)? + 0,000144(TP) -
0,003607(TP)? + 0,0084[HCI] - 0,009600[HCI]

Figura 12 — Superficies de resposta obtidas pelo planejamento Box Behnken para
otimizacao de extracao de antimonio em sedimento.

o

A aplicacdo da metodologia de superficie de resposta utilizando o
planejamento Box-Behnken demonstrou que as condigcbes o6timas para melhor
desempenho de extracdo das espécies de antiménio nas amostras de sedimento
estavam dentro do dominio experimental escolhido. Os valores 6timos foram:

temperatura do banho de ultrassénico de 70,99 °C, tempo de irradiacao ultrassénica
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de 21,51 min e concentracdo de &cido cloridrico de 5,92 mol L™. Porém, devido a
limitagOes operacionais dos equipamentos, os valores foram ajustados de acordo

com a Tabela 19.

Tabela 19 — Valores estabelecidos para extracdo de antiménio em amostras de
sedimento

Minimo Critico Maximo
Tempe[at_ura glo banho 60 20 80
ultrassénico (°C)
Tempo de irradiacdo (min) 10 20 30
Concentragéo de HCI (mol L- 1) 3 6 7

5.5. FIGURAS DE MERITO

O método proposto foi validado segundo as normas estabelecidas pela
IUPAC, para avaliacéo da interferéncia da matriz na determinacédo do antimonio, foi
realizada a comparacédo das inclinacdes das curvas de calibracdo externa (equacao
11) com a técnica de adicdo de analito (equacdo 12). Os valores encontrados
mostram que ndo ha diferenca significativa entre os dois valores a um nivel de
confianca de 95%, indicando que a curva de calibracdo externa pode ser utilizada
para a quantificacdo de antimonio nas amostras de sedimento, pois ndo ha

interferéncia de matriz na determinacao.

Equagdo (11) - ABS = (0,0396 + 0,0018)[Sb pg L™] + (0,0262 + 0,01095)

Equacdo (12) - ABS = (0,0365 + 0,0021)[Sb pg L™] + (0,0493 + 0,0128)
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Utilizando a técnica de calibracdo externa, foram obtidos os paréametros
analiticos, limite de detecc¢éo (LD) e limite de quantificacéo (LQ) foram determinados
através da leitura de 10 brancos da curva de calibracdo externa e precisao estimada
como desvio-padrao relativo (RSD%) foi determinada fazendo 7 Ileituras
consecutivas de um padrdo de 5 pg L?. Os valores destes parametros s&o

apresentados na tabela 20.

Tabela 20— Valores de LD, LQ e RSD (%)para o método proposto.

LD (ng g™ 0,70
LQ (ng g™ 2,34
RSD (%) 5,6

A exatiddo do método foi avaliada através da andlise de duas amostras de
materiais de referéncia certificado de sedimento fornecidos pelo National Research
Council Canada, o MESS-2 e o PACS-2. O valor certificado da concentracao de
antimoénio total e os resultados obtidos pelo método proposto de extracdo de
antiménio em amostras de sedimento estdo apresentados na tabela 21. As
concentracfes de antimdnio total obtidas pelo método foram concordantes com os

valores certificados.

Tabela 21 — Valores de antimdnio total certificados e valores encontrados pelo método de
extracao de antiménio em amostras de sedimento.

CRM Encontrado(ug g ™) Certificado(ug g ™)

MESS-2 1,29 + 0,09 1,09 +£0,13

PACS-2 10,3+1,2 11,3+2,6
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Para reforgar os valores encontrados na aplicacdo do método no material de
referéncia, foi realizado um estudo de recuperacdo de analito que constituiu na
adicao de diferentes concentracdes conhecidas de antiménio na amostra. Os valores
de recuperacédo para antiménio nas amostras de sedimento podem ser encontrados

na Tabela 22, onde os valores de recuperacéo variaram de 96,5 a 113%.

Tabela 22— Valores de adi¢cdo/recuperacao para antiménio em amostras de
sedimento.

Amostra  Sb encontrado (hgg )  Sb adicionado (ngg )  Recuperagéo

1 89,1 ; ]
202,0 100 113

2 73,4 - -
170,0 100 96,5

3 45,3 - ]
152,3 100 107

O método proposto para determinacdo de antimdénio em amostras de
sedimento, foi aplicado para a determinacdo do Sb total e Sb (Ill) em 6 amostras
reais de sedimento coletados no Estuario Sdo Paulo, Bahia, Brasil. Os valores de
concentracdes de Sb total variaram de 45,3 a 89,1 ng g As concentracdes para Sb
(I) ficaram na faixa de 17,7 a 31,4ng g*. Os valores de Sb (V) encontrados na

tabela 22 foram determinados por diferenca entre os valores de Sb total e Sb (lll) e

variaram de 26,1 a 55,7 ng g'l. Pode-se observar que em todas as amostras de
sedimento analisadas os valores de concentracdo de Sb (V) foram sempre maiores
que a de Sb (lll). Este aspecto pode ser considerado positivo devido ao fato do Sb
(I11) possuir toxicidade mais elevada que o Sb (V). Estes resultados estdo de acordo

com a literatura que relatam a predominancia de Sb (V) em sistemas aerobicos
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como agua do mar e agua doce. Todos 0s resultados expressos como intervalo de
confianca (95% no nivel) s&o mostrados na tabela 23.

Tabela 23— Analise de especiacdo de antiménio em sedimento do Estuario Sao
Paulo (Bahia, Brasil).

Concentracio (ng g %)

Amostra
Sb total Sb (1) Sb (V)
1 89,1+0,1 26,2+0,08 62,9+0,7
2 73,4+0,8 17,740,1 55,7+1,8
3 45,310,4 19,240,1 26,1+0,5
4 66,9+0,3 27,8+0,8 39,1+0,7
5 68,5+0,5 31,4+0,4 37,1+0,5

6 80,1+0,2 22,3+0,1 57,8+0,6
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6. SISTEMA AUTOMATIZADO EM LINHA PARA DETERMINACAO E ANALISE DE
ESPECIACAO EM ANTIMONIO ORGANICO E INORGANICO TOTAL EM AMOSTRAS
SOLO EMPREGANDO HG AFS

A determinagdo de antimonio em amostras de solo se torna relevante devido
a correlacdo entre a sua concentracdo no solo e de particulas atmosféricas. Esta
associacdo pode estar relacionada com o uso do antiménio em diversos
constituintes, na fabricagéo de pastilhas de freio, como retardadores de chama, em
vulcanizagcdo de borracha usada na fabricagdo de pneus ou por meios naturais,
como sado os casos de emissdes por vulcdes (SMICHOWSKI; MADRID, 1998)

6.1. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
6.1.1. Instrumentacgéo

As medicdes realizadas durante este trabalho foram feitas por espectrémetro
de fluorescéncia atbmica (AFS) (PS Analytical Millennium System, Kent UK)
constituido por uma lampada de catodo oco de antiménio (Photron Super Lamp,
Victoria, Australia) como fonte de radiacdo que funcionava com a seguinte
configuracdo: uma corrente primaria de 17,5 mA; uma corrente secundaria de 15,0
mA e um comprimento de onda de 217,6 nm. Os sinais obtidos durante as medidas

foram analisados através da altura do pico.

Um maodulo de buretas multiseringa (BU4S; Instrumentos de Crison, Espanha)
com taxa de fluxo automatizadas, estava equipado com quatro seringas de vidro
(S1, S2, S3 e S4) (Hamilton, Suica) conectado a um bloco com motor de passo
anico. As seringas possuiam as seguintes caracteristicas: a S1 com capacidade de
10,0 mL continha a solugéo transportadora (agua Ultrapura) e foi conectada a porta
central do LOV atraves de uma tubulacéo de politetrafluoretileno (PTFE), de 1,5 mm
de diametro, que trabalhava como uma bobina de retencdo (HC). As outras seringas
restantes, S2 (2,5 mL), S3 (5,0 mL) e S4 (5,0 mL) foram utilizadas para dispensar as
solugdes de reagentes iodeto de potassio (Kl), &cido cloridrico (HCI) e borohidreto

de sbédio (NaBH4), respectivamente, para a linha do sistema.
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Cada uma das seringas possuia uma valvula solenoide de trés vias (N-
pesquisa, EUA) na ponta, como mostra a figura 13, que facilitava a aplicacao
multicomutada, permitindo assim uma comunicacdo com 0s reservatorios dos
liquidos na posicdo OFF, ou com a linha ou com a LOV quando ativada na posi¢cao
ON. A rede que interligava o sistema de fluxo era constituida por tubos de PTFE que
possuia um didmetro de 0,8 mm, com excecdo do tubo da linha que conectava a
seringa S1 com o canal de comunicacdo (CC) que possuia um diametro de 1,5 mm.
O mddulo multiseringas estava equipado com uma valvula solenoide adicional (SV)
conectada a porta periférica 1 da LOV que permitia o desvio da amostra através da
microcoluna na posicdo ON e para a retirada e limpeza do canal na posicao OFF.
Foram utilizados no sistema dois conectores de metacrilato C1 e C2 empregados na
etapa de especiacdo do antiménio. No conector C1 ha a mistura da solucao pré-
redutora com a amostra e logo em seguida direcionada para a bobina de reacao
(RC). O conector C2 era responsavel por proporcionar o encontro da mistura feita na
localizada na RC com os demais reagentes, acido cloridrico e borohidreto de sédio

para geracao do hidreto que era encaminhado ao GLS.

Para garantir uma retirada mais significativa de liquido (umidade), que
pudesse interferir no sinal de intensidade de fluorescéncia atbmica, apds a
passagem do vapor formado pelo GLS, foi realizada uma secagem com uma
membrana Perma Pure (Perma Pure Inc., New Jersey - EUA) conectado a saida do
GLS utilizando gas nitrogénio a um fluxo de 50,0 mL min™. Como gas de transporte,
foi utilizado Argbnio a um fluxo de 100 mL min® e também foi utilizado gas
hidrogénio a um fluxo de 30 mL min™ como suplemento para manter a chama do

AFS sempre acesa.

Durante os experimentos, o controle dos instrumentos (multiseringa, posicdes
da LOV e valvulas), bem como a obtencdo e processamento dos dados adquiridos,
foram realizados utilizando o software Autoanalysis 5.0 (Sciware System, Bunyola,

Espanha).

Uma plataforma Lab-on-Valve (LOV) (Sciware, Espanha) fabricada em
metacrilato que continha sete microcanais de 1,5 mm de diametro por 16,0 mm de
comprimento integrados e um microcanal de 3,2 mm de diametro por 16,0 mm de

comprimento que foi utilizado como microcoluna. A LOV foi montada em cima de
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uma valvula de selecdo multiposi¢cdes (SV) (Multiburette 4S; Crison Instruments,
Espanha) automatizada de oito vias. A LOV possuia uma porta central, ligada a S1
por uma bobina de retencdo, onde era utilizada para conectar as outras oito vias (1-
8) para aspiracdo e injecdo sequencial dos componentes utilizados no meétodo,
através do canal de comunicacédo central (CC) da vélvula de selecdo. Um dos canais
LOV (figura 13) era utilizado como suporte para microcoluna de resina renovavel.
Para permitir que a solucéo fluisse livremente pela coluna, a saida da microcoluna
(porta 1) foi equipada com um microdisco de polietileno com porosidade de 10 pm
(Mo Bi Tec, Gottingen, Alemanha) para conter a resina adsorvente no interior da
cavidade selecionada do mdédulo LOV e impedir que escapasse. A porta periférica 6
foi utilizada como reservatério da resina liga a uma seringa de plastico de 3,0 mL
montada verticalmente no sistema integrado, enquanto a porta 3 eras utilizada para
eliminagdo dos residuos de sorvente. Para limpeza da microcoluna, foi utilizado
etanol que possuia um reservatério conectado a porta periférica 5. A porta periférica
8, era utilizada para aspiracdo prévia de um pouco de ar antes da aspiracao da
resina para evitar que a mesma fosse dispersa na solucdo transportado e levada
para outras partes do sistema. A entrada de amostra no sistema foi realizada através
da porta periférica 7, as portas periféricas 1 e 2 foram empregadas para
determinacdo e especiacdo de Sb e também empregada com um fluxo controlado
por pressdo para empurrar as solugdes contidas na bobina de reacédo (RC) para o
conector C1, onde em C2 esta solucdo era misturada com acido cloridrico e
borohidreto de sodio para geracdo do hidreto e separacdo dos constituintes no
separador gas-liquido. A porta periférica 4 ficou inoperante durante a realizagdo dos
experimentos. A Figura 13 mostra um diagrama esquematico da plataforma de
integracéo sistema MSFIA - LOV para determinacdo e analise especiacdo de Sb

automatizada por HG AFS.



Figura 13 — Sistema MSFIA — LOV para determinacao e analise de especiacao de

antimonio.
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6.2. REAGENTES E SOLUCOES
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Todos os reagentes utilizados durante este trabalho foram de grau analitico.

Para o preparo das solugbes foi utilizada agua ultra-pura com resistividade

especifica de 18,2 MQ cm de resistividade) obtida através de um sistema Milli-Q

(Millipore, Bedford, EUA). Todos os recipientes de vidro e plastico utilizados foram

lavados em seguida, esterilizados apds imersdo em uma solucdo de acido nitrico

10% (v/v) e enxaguados com &gua ultrapura para serem usados.

Uma solucdo padrdo 1000 mg L™ de Sb (lll) foi preparada a partir da

dissolucéo de tartarato de potassio de antiménio (Carlo Erba, Cornaredo, Italia) em

uma solucdo de HCI 3,0 mol L™ (Scharlau, Espanha). Para o preparo da solucéo

padrdo de 1000 mg L™ de Sb (V) foi utilizado o &cido piroantimoniato de potassio
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(Carlo Erba, Cornaredo, Italia) previamente dissolvido em uma solu¢dode HCI 3,0
mol L* (Scharlau). Uma solucdo padrdo de 1000 mg L* de brometo de
trimetilantiménio (V) (Sigma-Aldrich, Alemanha) foi preparada em agua Milli-Q.

Todos os padrdes foram armazenados e mantidos resfriados a 4° C.

A solugcédo de boridreto de sodio de 1,5% (m/v) (Scharlau) Foi preparada
diariamente apds dissolucdo em uma solucdo de hidroxido de sédio 0,05% (m/v).
Como agente mascarante para o Sb (V), foi utilizado uma solucéo 1% (m/v) de 8-
hidroxiquinolina, preparada a partir da dissolucdo de 1,0 g de 8-hidroxiquinolina
(AnalaR*, A. R.) em 10 mL de metanol (99,8% Caledon) e em seguida diluidos para
100 mL com HCI 10% (v/v). Como solugéo pré-redutora, foi utilizado uma mistura de
iodeto de potassio 10% (m/v) com éacido L-ascorbico 2% (m/v). Para preencher a
microcoluna, foi utilizada aproximadamente 0,1 mg de uma resina de troca cationica

DOWEX® 50W-X8 para retencéo de espécies de antimoénio na forma organica

6.3. COLETA E TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

Todos os materiais utilizados para coleta e preparo das amostras foram
esterilizados imediatamente antes da primeira utilizagdo. As amostras de solo foram

coletadas em 13 diferentes lugares da cidade de Maiorca, llhas Baleares, Espanha.

Foram coletadas amostras superficiais de solo que foram secas a 50 °C por
48 h e em seguida moidas e peneiradas em uma peneira de 250 ym. As amostras

foram armazenadas em frasco plastico, até analise.

6.4. PROCEDIMENTO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE ANTIMONIO

Para determinacdo e analise de especiacdo de antiménio em amostras de
solo foi esquematizada uma sequéncia operacional automatizada que consistia em
um ciclo envolvendo quatro etapas onde ocorriam o pré-condicionamento,
empacotamento da microcoluna, determinacdo de Sb total (organico + inorganico),
retencdo de espécies organicas, determinacdo do Sb inorganico total [Sb (IIl) + Sb

(V)] com o uso do agente pré-redutor, determinacdo do Sb (lll), transporte do vapor



84

gerado ao AFS, sistema de limpeza e finalmente eliminagcdo de adsorvente,
conforme descrito abaixo, com base no esquema da Figura 13:

1 — Empacotamento da resina na microcoluna no canal CldalLoOVv

Primeiramente o canal de comunicacgéo central (CC) da LOV foi conectado a
porta periférica 8 (V1 ativado no modo ON) e um volume de 100 pL ar aspirado para
dentro de HC com o auxilio S1; a utiliza-se deste artificio a fim de evitar a dispersdo
de resina em solucdo transportadora. Com a V1 mantida na posicdo ON, um
pequeno volume (100 pL) aproximadamente 0,1 g de suspensdo da resina foi
aspirada lentamente para a HC. Em seguida, o CC, conectado a porta periférica 1

(microcoluna), dispensava a suspensao com o auxilio da S1.
2 — Determinacéao total de antimdnio

Esta etapa foi utilizada para determinacdo total (espécies organicas e
inorgénicas) o CC se conecta com a porta periférica 7 e a V1 na posi¢cao ON onde é
aspirado 1,0 mL de amostra pela HC com o auxilio da S1. Logo depois, o CC se
conecta a porta periférica 2 e é dispensado 1 mL a uma vazdo de 5 mL min™. Com a
V1 e a V2 na posicao ON. Nesta etapa, a amostra entra em contato com a solugéao
pré-redutora (0,25 mL) e é empurrada a HR. Assim, as valvulas V3 e V4 séo
ativadas para a posicdo ON e a amostra € misturada com o acido cloridrico (1,0 mL)
e o0 borohidreto (1,0 mL) no conector C2 onde é formado o hidreto e
consequentemente empurrado com o auxilio da S1 para o GLS. O hidreto entdo é
purgado com o argbnio e levado a chama do AFS. Neste momento o software

aciona o detector e o sinal de fluorescéncia é registrado.
3 — Determinacdo de antimdnio inorganico total

Esta etapa de determinacao de antiménio inorganico total € muito semelhante
a etapa 2, mas apo0s a aspiracdo da amostra para o HC o CC se conecta a porta
periférica 1 com a V1 na posi¢cdo ON e 1 mL de amostra é dispensada a um fluxo de
5mL min™ passando pela microcoluna (SV na posicdo ON) com as vélvulas V1 e V2
na posicdo ON. Neste momento a amostra entra em contato com o agente pré-
redutor (0,25 mL) e levado para o RC. Logo apés, a V3 e V4 sao ativadas na

posicdo ON e a amostra é misturada no C2 aos outros reagentes, acido cloridrico
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(1,0 mL) e borohidreto (1,0 mL) a um fluxo de 15 mL min™, e é gerado o hidreto
sendo empurrado com auxilio da S1 para o GLS, no qual o hidreto formado é o
purgado com argbnio e levado ao AFS. Nesta etapa, apds a determinacdo de Sb
inorganica, o Sb organico é determinado calculado pela diferenca do Sb total obtida

anteriormente na etapa 2 com o Sb inorganico.
4 — Determinacéo de antiménio (I11)

Esta dltima etapa segue 0os mesmos passos da etapa 3, porem apos a
amostra passar através da microcoluna para retencdo das espécies organicas, a V2
permanece na posicdo OFF e a solucdo pré-redutora ndo é dispensado. Neste
altimo estagio é determinado o Sb (lll) e o Sb (V) é calculado subtraindo-se o Sb
total inorganico obtida anteriormente na etapa 3 pelos valores de Sb (lll)
encontrados. A tabela 24, descreve os comandos empregados ao sistema de

multiseringas, para este procedimento analitico.
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Tabela 24— sequéncia operacional do procedimento automatico para determinacdo e
analise de especiacao de Sb usando MSFIA-LOV HG AFS.

Solenoid es valves
V1 V2 V3 V4

Step Operation

Empacotamento da resina na microcolunano  canal C1

__________________________________________________ datov
1 Aspirar ar para HC On Off Off Off
2 Aspire a resina para HC On Off Off Off
.3 Dispensar a resina (empacotamento deresina) On Off Off Off
Determinacéo total de antimonio
4 Aspirar amostra para HC On Off Off Off
5 Dispensar amostra e Kl para RC On On Off Off
6 Dispensar amostra doRC e reagents para o GLS On Off On On
.1 MedidaPSAExcalbur Off _Off _Off Off
Determinacéo de antiménio inorgéanico total
8 Aspirar amostra para HC On Off Off Off
9 Dispensar amostra para passage na microcoluna On Off Off Off
10 Dispensar do RC e reagentes para GLS On Off On On
11 MedidaPSA Excalbur Off _Off _Off Off
Determinacéo de antiménio (1)
12 Aspirar amostra para HC On Off Off Off
13 Dispensar amostra para passage na microcoluna On On Off Off
14 Dispensar do RC e reagents para GLS On Off On On
15 Measure PSA Excalibur Instrument off Off Off Off
16 Medida PSA Excalibur On Off Off Off
17 Dispensar a resina utilizada para residuos On Off Off Off

V1-V4: valvulas solendides de trés vias da seringa; SV: valvula de solendide adicional; HC: bobina de retencdo; RC: Bobina de
reacdo; CC: canal de comunicagéo central; C1-C2: conectores de metacrilato; GLS: separador ga-liquido; LOV: plataforma lab-

on-valve.
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6.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.5.1. Otimizagédo dos resultados para determinacao e analise de especiacéo
de Sb usando MSFIA-LOV HG AFS.

Para otimizacdo das condicbes experimentais para geracdo de hidreto no
sistema proposto para determinacao e especiagao de antimonio por MSFIA-LOV HG
AFS, alguns parametros foram fixados como: natureza e quantidade de resina e
tamanho da coluna usado para retencéo das espécies organicas de antimonio, taxa
de fluxo do eluente, concentracédo da solucédo de 8-hidroquinolina, concentracdes de
iodeto de potéassio e acido ascorbico e fluxo dos gases (Argbnio e Hidrogénio) tendo
em conta relatos na literatura e experiéncias anteriores realizadas no laboratorio.
Assim, os fatores utilizados para otimizacdo do sistema foram: taxa de fluxo da
amostra, borohidreto de sodio e concentracdo de acido cloridrico. Em primeiro lugar,
foi realizado um planejamento fatorial completo 2°, adicionando trés experimentos
realizados no ponto central para determinar qualquer erro experimental e avaliar a
curvatura. A tabela 25 mostra a matriz do planejamento juntamente com os dominios
experimentais dos trés fatores estudados (como valores codificados e reais) e as

respostas quimiométricas (altura de pico antiménio determinada empregando AFS).

Os dados obtidos foram processados e o0s resultados sdo mostrados no
grafico de Pareto (figura 14), que demonstra graficamente (por valores dos efeitos
padronizados) a significancia ou nao dos fatores selecionados e suas interacdes no

processo estudado.
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Tabela 25— Planejamento fatorial completo 2° para otimizacéo das condicdes experimentais
para geracao de hidreto no sistema MSFIA-LOV HG AFS

Fluxo de amostra

Experimento [HCI] (mol L ™) [BH,4] (%) Fluorescéncia

(mL min %)
1 -1(2,0) -1(0,4) -1 (3,0) 19,41
2 +1 (5,0) -1 (0,4) -1 (3,0) 24,77
3 -1(2,0) +1 (1,0) -1 (3,0) 35,86
4 +1 (5,0) +1 (1,0) -1 (3,0) 33,44
5 -1(2,0) -1 (0,4) +1 (7,0) 29,63
6 +1 (5,0) -1 (0,4) +1 (7,0) 29,49
7 -1(2,0) +1 (1,0) +1 (7,0) 55,04
8 +1 (5,0) +1 (1,0) +1 (7,0) 55,47
PC 0 (3,5) 0(0,7) 0 (5,0) 38,22
PC 0 (3,5) 0(0,7) 0 (5,0) 39,05

PC 0 (3,5) 0(0,7) 0 (5,0) 38,02

*ponto central
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Figura 14— Grafico de Pareto para o planejamento fatorial completo 2° para
otimizacao das condi¢Oes experimentais para geracao de hidreto no sistema MSFIA-
LOV HG AFS.

1?' 58806

(2)[BH4] (rﬁ} 50,1H

(3)Fluxo de amostra (mL min- 1} 36,9304

Assim, uma avaliacdo do grafico de Pareto mostrou que os fatores e as
interacbes significativas para o0 planejamento fatorial completo no dominio
experimental selecionado, sédo: concentracdo de borohidreto de sédio (efeito =
50,11), taxa de fluxo da amostra (efeito = 36,93), a interagdo concentracdo de
borihidreto de sodio x taxa de fluxo de amostra (efeito = 17,59) e concentracdo de
acido cloridrico x interacéo de concentracdo de borohidreto de sédio (efeito = -5,25).
A partir dos valores de efeitos encontrados, pode-se analisar que concentracdo de
borohidreto de sédio € o fator principal, com um efeito positivo. Isso é esperado, ja
gue o composto participa diretamente da reacédo de geragao de vapor como agente
redutor. O fator de taxa de fluxo de amostra também mostrou um efeito positivo. Isto
evidencia a rapida cinética de formacdo do hidreto de antiménio e também porque
as medicOes analiticas por AFS foram realizadas usando a altura do pico. Uma taxa
de fluxo baixa induz a uma diluicdo do hidreto gerado pelo gas portador. A interacdo
concentracdo de borohidreto de sodio x interacdo de taxa de fluxo de amostra foi
significativa com efeito positivo. Na tabela 25 pode ser observado que essa
interacdo € positiva para os experimentos 1, 2, 7 e 8. No entanto, a condicao ideal

para a formacao de hidreto ocorre quando ambos os fatores estdo no nivel positivo,
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como pode ser visto nos experimentos 7 e 8, isso também pode ser explicado pela
cinética de formacédo do hidreto, aumentando a concentragdo de borohidreto e o
fluxo de amostras, maior sera a formacao de vapor. O planejamento fatorial mostrou
também que o fator de concentracdo de acido cloridrico ndo foi significativo,
entretanto a interacdo concentracdo de &cido cloridrico x concentracdo de
borohidreto de sddio também foi significativa, logo esta variavel precisa ser estudada

novamente.

A partir dos resultados obtidos, foi aplicado uma metodologia de superficie de
resposta com um planejamento de matriz de Doehlert para encontrar a melhor
condicdo experimental do sistema proposto. Os valores reais e codificados dos
dominios experimentais dos fatores e as respostas quimiométrica sdo mostrados na
tabela 26.

Tabela 26 — Matriz Doehlert para otimizacao das condicdes experimentais para geracao de
hidreto no sistema MSFIA-LOV HG AFS

Fluxo de amostra

EXP (ml min %) [BH4] (%) HCI Fluorescéncia
1 0 (6) 0(1,2) 0(3,5) 61,09
> 1(8) 0(1,2) 0(3,5) 66,19
3 0,5 (7) 0,866 (1,8) 0(3,5) 64,12
4 0,5 (7) 0,289 (1,4) 0,817 (5,0) 63,83
5 -1 (4) 0(1,2) 0(3,5) 42,85
6 -0,5 (5) -0,866 (0,6) 0(3,5) 29,37
7 -0,5 (5) -0,289 (1,0) -0,817 (2,0) 51,84
8 0,5 (7) -0,866 (0,6) 0(3,5) 41,96
9 0,5 (7) -0,289 (1,0) -0,817 (2,0) 50,79
10 -0,5 (5) 0,866 (1,8) 0(3,5) 54,53
11 0 (6) 0,577 (1,6) -0,817 (2,0) 66,58
12 -0,5 (5) 0,289 (1,4) 0,817 (5,0) 52,64
13 0 (6) -0,577 (1,6) 0,817 (5,0) 38,64
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Os resultados obtidos geraram um modelo quadratico (sem falta de ajuste),
que evidenciou condicdo experimental 6tima nas condi¢gbes de geragdo de hidreto
de antiménio. Com o modelo quadratico foi possivel gerar a equacao que descreve

as superficies de resposta, (figura 15), que demonstram regido de maximo.

Figura 15 — Superficies de resposta gerado a partir do planejamento Doehlert para o
sistema MSFIA-LOV HG AFS
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Assim, os valores dos fatores criticos encontrados nas condicdes

experimentais otimizadas foram: concentracdo do &cido cloridrico de 3,92 mol L%,
concentracdo de borohidreto de sodio de 1,48% e taxa de fluxo da amostra de 7,42
mL min™ Além disso, a andlise de Variancia demonstrou que o fator de

concentracdo de acido cloridrico e todas as suas intera¢cdes nao foram significativas.
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Desta forma, os valores de concentragdo de &cido cloridrico, a concentracdo do
borohidreto de sodio e a taxa de fluxo da amostra utilizados durante o método estéo

dispostos na tabela 27.

Tabela 27 — Valores otimizados para determinacdo e analise de especiacéo de
antimonio em amostras de solo usando MSFIA-LOV HG AFS.

Fatores otimizados Condicao experimental
Acidez da amostra 3,0mol L™

[NaBH4] 1,5 % (m/v)

Vazéao da amostra 7,5 mL min™

6.5.2. Caracteristicas analiticas

A precisdo do método foi avaliada e expressa em termos de desvio padréo
relativo (RSD %), determinado através da medida de dez repeticées de uma solucéo
de antiménio 5,0 pg L™ onde apresentou um valor de 3,2%. O sistema apresentou
uma curva de calibracdo externa linear descrita pela equacdo AFS = (11,565
1,207) [Sb pg L] + (6,144 + 2,156). Experiéncias que envolvam a técnica de adicdo
de analito para uma amostra de solo, gerou a equagao AFS = (11,118 + 1,007) [Sb
ng L] + (61,809 + 6,526). Como podem ser observadas, as inclinacdes das duas
curvas nao apresentaram diferenca significativa com nivel confianca de 95%. Este
teste demonstra que a curva de calibracdo externa pode ser utilizada para a
quantificacdo de antiménio nas amostras de solo, pois ndo ha interferéncia de matriz
na determinacdo. Estes resultados foram conclusivos para garantir que a técnica de
calibracdo externa pudesse ser aplicada para o método proposto para determinar o

antimoénio em amostras de solo.

Nestas condicdes, os limites de detecgéo (LD) e quantificagdo (LQ) foram de
0,91 e 3,1 ng g, respectivamente, considerando a massa de amostra processada
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de 0,1 g. A exatiddo do método foi avaliada e confirmada usando o CRM Trace
metals - Loamy clay 1 fornecida pela Sigma-Aldrich RTC, onde o valor certificado de
antiménio foi de 37,90 + 7,00 ug g* e o valor de concentracdo de antimonio
encontrado por este sistema analitico foi 39,08 + 0,80 pg g™. Além disso, testes de
adicdo e recuperacdo também foram realizados em amostras de solo, usando
solugdes sintéticas preparadas com Sb organico, Sb (V) e Sb (Ill). Cinco amostras
foram usadas neste experimento e as recuperac¢des encontraram variaram de 91 a
118% para Sb (lll), de 84 a 115% para Sb (V) e de 89 para 116% para o Sb
organico. Os dados obtidos s&o apresentados na tabela 28. Estes resultados séo
conclusivos para garantir que o método proposto pode ser usado de forma

satisfatoria para determinacéo de antiménio em amostras de solo.

Tabela 28-Testes de adicéo e recuperacéo usando cinco amostras de solo

Massa Sb(lll) R Sh(V) Shb Org.
Amostra adicionada encontrado fc' encontrado Ro ¢ encontrado R;ec.
(ngg™) gy Y Tggh P ey
0 70 - 138 - 19 -
1 10 80 91 146 84 30 108
50 129 118 189 102 75 111
0 15 - 137 - 30 -
3 10 25 108 147 98 39 89
50 73 117 190 106 82 105
0 14 - 130 - 28 -
4 10 24 100 141 113 37 90
50 63 98 183 108 69 83
0 14 - 129 - 28 -
5 10 24 108 139 110 39 107
50 69 111 171 85 76 96
0 86 - 130 - 46 -
6 10 96 100 139 96 57 105

50 136 101 187 115 104 116
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6.6. APLICACAO DO METODO DE DETEMINACAO DE ANTIMONIO EM
AMOSTRAS DE SOLO.

O método proposto foi utilizado para a analise de especiacdo inorganica,
organico total e inorgéanico total de antiménio em amostras de solo coletadas na
cidade de Maiorca (Espanha). Os resultados sdo mostrados na tabela 29. Os
resultados obtidos variaram na faixa de 21 a 34 ng g™ para o Sb organico, 11 a 86
ng g de Sb (1), 106 a 172 ng g* de Sb (V), de 113 a 215 ng g™ para Sb inorganico
total e de 261 para 136 ng g™ da concentracéo total de Sb. Em todas as amostras, o
teor de Sb (V) sempre foram maiores do que do Sb (lll). Também os valores de Sbh
organico sdo muito baixos. Os resultados para o Sb total na cidade de Maiorca

(Espanha) estdo concordando com 0s outros encontrados em outros paises.



Tabela 29 - Determinacéo de Sb total inorganico, Sb total organico, Sb (Ill) e Sb (V) em
amostras de solo utilizando o sistema MSFIA-LOV HG AFS

Amostra sb tOt?I ini?gg)r:i?:lo orgé?r?ico Sb (III1) Sb (Vz
(hgg™) (ngg™) (ng g (ngg™) (hgg™)

1 227 +19 208 £ 6 22+3 703 147 +3
2 235+ 17 202 +5 34+2 46 £5 172 +2
3 181 +19 1527 282 15+6 142 +4
4 172 +18 144 + 6 272 14 +5 134 +5
5 170 £ 17 142 £ 6 267 14 £5 133+4
6 261 + 26 215+13 262 86+5 130+4
7 162 +17 135+8 252 13+5 126 £ 3
8 194 + 20 162 +7 30+2 16 + 6 152 + 4
9 173+18 145+6 276 14 +£5 1364
10 136+ 14 1135 21+1 11+4 106 £ 3
11 172 £ 20 144 £ 6 27+2 14 +£5 134 +4
12 159 +18 1336 252 13+5 124 +4

13 172 £21 144 + 8 27 %2 14 +5 134 +£3
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto a realizagédo de estudos para determinagdo de antimonio
bem como a avaliacdo da biodisponibilidade das suas espécies em sistemas
ambientais e biologicos decorrente de processos naturais e/ou atividade humana,
torna-se de fundamental importancia devido a toxicidade deste metal mesmo em
niveis baixos.A preocupacdo em relacdo a esse metal vem crescendo
exponencialmente, devido principalmente a emissdo antropogénica, uma das

principais causas de emissao no ambiente.

Além disso, a toxicidade deste elemento independe do seu estado de
oxidacéo, tdo quanto sua forma (inorganica ou organica), sendo assim para conhecer
a potencial atuacdo do antimbnio nestes sistemas se faz necessario ndo so avaliar

valores totais, mas conhecer também como esta distribuida as espécies.

Assim, o desenvolvimento de metodologias analiticas sensiveis, seletivas, que
apresentem baixos limites de deteccao e quantificacdo para analisar e quantificar as
espeécies se torna de extrema importancia. As técnicas AAS e AFS permitem analisar,
bem como avaliar as possiveis espécies de antimbnio presentes nas amostras.
hifenada com a geracédo de hidretos, estas técnicas apresentam maior sensibilidade
aos métodos, devido as suas vantagens a métodos tradicionais.

A andlise de especiacdo de antimbnio torna-se de extrema importancia para
uma melhor compreenséo e informacdes sobre a mobilidade, biodisponibilidade e
impacto desses em sistemas ambientais e biologicos dos seus efeitos,bem como a

sua atuacao.

O uso das técnicas espectrométricas, absorcdo e fluorescéncia atbmica,

mostraram-se sensiveis para determina¢do de antimonio nas amostras selecionadas.

A utilizacdo de um planejamento fatorial permitiu um estudo detalhado, rapido
e bastante satisfatério no levantamento das significAncias das variaveis
escolhidas, onde foi possivel detalhar seus efeitos e interacdes que mais
contribuiam para o sistema. Este conhecimento é importante para direcionar 0s
préximos passos a serem seguidos ao longo do processo de analise. A otimizacéo

multivariada utilizada envolvendo, planejamento Box-Behnken e matriz de
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Doehlert, permitiram uma otimizacdo racional dos sistemas propostos
desenvolvido neste trabalho. Com isso, um menor nimero de experimentos foi

realizado, economizando tempo, diminuindo o uso de reagentes.

A metodologia utilizada para procedimento estabelecido na preparacdo de
amostras de tecido de musculo de peixe utilizando pequenos volumes de acido
nitrico, permitiu um método com o limite de quantificacdo suficiente para
determinacdo de antimdnio nessas amostras. As técnicas de otimizacéo
multivariadas permitiram a obtencdo de um procedimento que envolve a geracdo de
hidreto em &cido nitrico acoplada a espectrometria de absor¢do atbmica (AAS) para

a determinacdo de antimonio total com precisdo e exatidao.

As concentracbes de antimbnio encontradas em amostras de peixe
analisados estdo de acordo com outros dados relatados por outros autores e em
outros paises. A relativamente poucos dados sobre a concentracdo de antiménio em

amostras de peixe,principalmente em dados de trabalhos no Brasil também.

O método para extracao de espécies de antiménio em amostras de sedimento
apresentou limites de deteccdo e quantificacédo, sensibilidade e robustez necessaria
para analise de especiacdo de antimbnio. Pode-se observar que os resultados
obtidos em relacdo as espécies de antimbnio encontradas estdo de acordo com
trabalhos descritos na literatura, onde o teor de Sb (V) foi sempre maior que Sb (ll1),
essa informacédo se torna importante devido ao fato das diferentes toxicidades das

duas espécies.

A utilizacdo se banho ultrassonico para extracdo de antimdnio nas amostras
de sedimento marinho pode ser utilizado satisfatoriamente sem mudanca no estado
de oxidacdo das espécies. O trabalho relata os primeiros dados sobre contetudos de
espécies de antimdnio inorganicos em amostras de sedimento coletadas da Baia de

Todos 0s Santos, do estado da Bahia, Brasil.

A determinacdo das espécies de antiménio em amostras de solo por LOV-
MSFIA-HG AFS mostrou-se de fundamental importancia pelo devido a migracéo do
mesmo para fontes de agua ou até mesmo de alimentos mediante ao seu plantio em
locais contaminados. O meétodo desenvolvido para determinacdo e analise de
especiacao das fragdes de antimbnio apontou-se adequado para determinagao deste
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metal, apresentando bons limites de deteccédo e quantificacdo, precisao e exatidao
satisfatorias. Além de demonstrar ser um método muito eficaz devido a sua

sensibilidade e seletividade.

Os valores de concentracdo encontrados nas amostras durante todas as
analises deste trabalho foram sempre menores que os valores estabelecidos pela
legislacao, tendo em vista que o consumo diario deste metal ndo pode ultrapassar 2

mg/dia.
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