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RESUMO

SUAREZ, C. A. Estabilidade de espécies de arsénio em amostras biolégicas
acoplando cromatografia liqguida ou eletroforese capilar com detectores
atbmicos. 2010. 147 p. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2010.

Neste projeto foram abordados procedimentos analiticos para extracao, separacédo e
identificacdo de espécies de arsénio encontradas normalmente em guantidades de
tracos e ultra-tragcos em amostras bioldégicas e ambientais. Entre as amostras alvo
deste estudo, teve-se alimentos de origem marinha como por exemplo camaré&o. Foi
avaliada a estabilidade das espécies de arsénio nas solucdes geradas pelos
processos de extracdo. Para separacdo das espécies inorganicas (arsenito e
arsenato), metiladas (acidos mono e dimetil arsénio) e organicas (arsenobetaina)
empregaram-se as técnicas eletroforese capilar (CE) e cromatografia liquida (LC).
Os sistemas de separacdo para a determinacdo das espécies de arsénio foram
acoplados com os espectrdmetros massas (ICP-MS), e de fluorescéncia atbmica
(AFS). Os sistemas acoplados apresentaram resolucdo e sensibilidade na
determinacdo das espécies de arsénio nas amostras estudadas neste trabalho. A
extracdo com agua de espécies de As utilizando-se banho de ultra-som apresentou
eficiéncia acima de 78%. A estabilidade das espécies nas solucdes padrao e nos
extratos das amostras foi mantida por um periodo de até uma semana quando
armazenadas em geladeira (+4°C). Visando uma politica de quimica limpa, foi
desenvolvida uma metodologia para evitar desperdi¢co preparando micro-volumes de
amostras e solugbes padrdo, para especiacdo de arsénio por eletroforese capilar.
Para tal se empregou um injetor sequencial, também foi desenvolvido um dispositivo
de injecdo hidrodindmica para eletroforese capilar. Além disto, as solugdes residuais
geradas durante a pesquisa analitica foram tratadas para a recuperagcédo de arsénio
e boro. A extracdo no ponto nuvem foi empregada para recuperar As entanto que a
precipitacdo por mineralizacao hidrotérmica foi aplicada para a recuperacéo de B . A
aplicacdo deste procedimento resultou na extracdo de 80% de arsénio e 75% de
boro. Isto, permitiu converter grandes volumes de residuos liquidos perigosos em um
pequeno volume de residuos solidos.

Palavras-chave: Especiagdo de arsénio. Extracdo por ultra-som. Eletroforese
capilar. Cromatografia liquida. Espectrometria de massas com fonte de plasma.
Espectrometria de fluorescéncia atdbmica.



ABSTRACT

SUAREZ, C. A. Stability of arsenic species in biological samples by coupling
liguid chromatography or capillary electrophoresis with atomic detectors. 2010.
147 p. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade
de S&o Paulo, Piracicaba, 2010.

Analytical procedures for extraction, separation and identification of arsenic species
at ultra-trace levels in biological and environmental samples were investigated.
Stability studies of arsenic species in sample extracts and standard solutions were
carried out. Separation of arsenite, arsenate, monomethylarsonic and dimethylarsinic
acids and also arsenobetaine were carried out by capillary electrophoresis or liquid
chromatography. Determination of the separated arsenic species was accomplished
by coupling the separation techniques to inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) or atomic fluorescence spectrometry (AFS). Satisfactory
resolution and sensibility were achieved by the coupled systems described.
Extraction efficiency better than78% were achieved with water in an ultrasonic bath at
the laboratory temperature (23-27°C). Whereas, stability of species in solutions
stored in refrigerator at +4°C was efficient for aperiod up to one week. Micro-volumes
of standards and sample solutions mixed in a sequential injector were prepared for
arsenic speciation by capillary electrophoresis, aiming green chemistry. A time
controlled micro-volume injector device for hydrodinamic injections was also
developed. Finally, waste solutions from arsenic speciation analysis in a system with
hydride generation were treated for arsenic and boron removal. Cloud point
extraction for recovery of arsenic and hydrothermal mineralization of boron by
calcium hydroxide were employed. Satisfactory removal of 80% of arsenic and 75%
of boron from waste solution was achieved. These procedures allowed to reduce
volumes of hazardous waste solutions.

Keywords: Arsenic speciation. Ultra sound extraction. Capillary electrophoresis.
Liquid chromatography. Inductively coupled plasma mass spectrometry. Atomic
fluorescence spectrometry.
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1 INTRODUCAO

No meio ambiente, o0s elementos tragco apresentam normalmente
comportamentos diferentes aos esperados em funcao das propriedades quimicas do
elemento em questdo. A obtencdo de informacdes sobre a espécie encontrada em
determinadas condi¢cdes se torna um pré-requisito fundamental para uma melhor
compreensao de sua distribuicdo, atividade bioldgica, e das interacbes com 0 meio
ambiente.

O arsénio apresenta uma biogeoquimica oceanica complexa, cujo estudo e
compreensao sao importantes uma vez que se refletem na toxicidade de organismos
marinhos. A concentracdo de arsénio em aguas oceanicas é aproximadamente de
1,7 ng/L, sendo o arsenato (As”*) a forma predominante. O arsenito (As®*), a forma
mais toxica e potencialmente carcinogénica, raramente se apresenta em
concentracoes maiores do que 0 20% do arsénio total (NEFF, 1997). A toxicidade do
arsénio depende de sua forma quimica e de seu estado de oxidagdo, 0s quais
apresentam diversos efeitos bioldgicos e toxicoldégicos nos seres vivos. Além das
formas inorganicas como arsenito e arsenato, encontram-se nos organismos Vivos,
compostos organometélicos como acido monometil e dimetil arsénio (MMAA e
DMAA), éxido de trimetilarsina (TMAO), arsenobetaina (AsB), ion tetrametilarsénio
(TMA" ou TETRA), arsenoaglcares e arsenolipideos (PHILLIPS, 1990).

Alimentos de origem marinha, tais como algas, mexilhdes, ostras e moluscos
possuem principalmente arsenobetaina, arsenocolina (AsC) e arsenoagucares.
Considerando que a maior parte do As ingerido pelo homem provém de alimentos de
origem marinha diversos estudos tem sido feitos sobre a degradacéo das formas

organicas de As. Entretanto, tem sido verificadoa que a arsenobetaina se elimina
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rapidamente na urina sem aparentes modificacdes metabdlicas. Portanto, existe a
percepcdo de que todas as espécies organoarseniacais de alimentos de origem
marinho sejam excretados sem alteracfes, sem provocar efeitos indesejaveis a
saude humana (LE et al., 2004). Por conseguinte, arsenobetaina parece nao ser
acumulada nem mesmo metabolizada no organismo de seres humanos. Entretanto,
uma publicacdo muito recente, (NEWCOMBE et al., 2010), a partir de resultados da
analise de urina de cinco voluntarios submetidos a uma dieta de arroz e suco de
soja, sem teor de arsenobetaina, discutem a possibilidade de que a mesma seja
metabolizada no organismo, uma vez que foi detectada arsenobetaina na urina de
trés dos cinco voluntéarios utilizados na pesquisa.

A decomposicdo de animais marinhos contendo arsenobetaina sugere a
biodegradacdo para as formas mais toxicas de arsénio (metiladas) pelos
microorganismos existentes na flora dos mesmos (KAISE et al., 1998; JENKINS et
al., 2003). Da mesma forma, a decomposi¢cdo das algas marinhas nos solos em
regides da Escoécia e Inglaterra, revelou a formacdo de espécies inorganicas,
arsenito e arsenato e as formas metladas MMA e DMA, mais toxicas
(PENGPRECHA et al., 2005). Assim, a conservacao dos produtos marinhos, usados
como alimentos ou remédios, deve evitar a degradacdo das espécies As-organicas,
o que disponibiliza as espécies toxicas de arsénio. Deste modo, estudos de
preservacdo destas espécies durante o preparo e conservacdo das amostras
tornam-se importantes.

Os métodos para determinacdo de espécies de arsénio em tecidos biolégicos
sdo precedidos normalmente por processos de extracdo, com misturas de etanol ou
metanol/dgua, em alguns casos realiza-se uma segunda extracdo para remover

lipideos (SZPUNAR, 2000). O emprego da extracdo enzimatica e também da
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extracdo assistida por microondas foi descrita (LAMBLE e HILL, 1996; PARDO-
MARTINEZ et al.,, 2001; RATTANACHONGKIAT et al., 2004; ACKERMAN et al.,
2005; SANZ et al., 2005). Cabe salientar a importancia dos processos de cocc¢ao dos
alimentos, ndo sO visando a extracdo das espécies de interesse, como assim
também o estudo das interconversdes e, a possivel biodisponibilizacdo de espécies
toxicas.

Os alimentos sdo considerados a maior fonte de arsénio ingerido por
populacdes de areas que ndo apresentam problemas de contaminacdo natural ou
antropogénica Estudos referentes a alimentacdo humana, realizados em varios
paises, revelaram uma grande variabilidade na ingestédo diaria total de arsénio, com
valores que oscilaram entre 10 ug/dia para os moradores de Mumbai na India
(TRIPATHI et al., 1997) e 345 ug/dia para a populagdo do Japdo (HERCE-PAGLIAI
et al., 1999). Os alimentos do mar sdo os contribuintes principais na ingestao total de
arsénio, por tanto, torna-se importante um estudo das variac6es no conteudo total de
arsénio e das espécies encontradas nestes alimentos (DEVESA et al., 2008).

A separacao das espécies de arsénio tem sido realizada principalmente por
métodos cromatograficos, tais como, cromatografia gasosa GC (do inglés Gas
Chromatography), cromatografia liquida de alta eficiéncia HPLC (do inglés High
Performance Liquid Chromatography) e cromatografia iénica IC (do inglés lon
Chromatography), ou por eletroforese capilar CE (do inglés Capillary
Electrophoresis). Uma variedade de detectores atdmicos tem sido acoplada ao
HPLC, incluindo absorcdo atdmica com chama FAAS (HANSEN et al.,, 1992) (do
inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry), fluorescencia atdmica AFS (do ingles
Atomic Fluorescence Spectrometry) (MESTER; FODOR, 1997) , emissédo Gtica com

plasma acoplado indutivamente ICP OES (do inglés Inductively Coupled Plasma
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Optical Emission Spectrometry) e espectrometria de massas com fonte de plasma
ICP-MS (do inglés Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry), (ZHANG et al.,
1996). Na maioria dos casos a derivatizacdo para formacao de hidretos, visando
incrementar a sensibilidade dos sistemas, torna-se necessaria. Nestes casos, ha
necessidade da reducdo, em linha, das espécies organicas, para facilitar a reacao
de geracdo dos hidretos. Entre as técnicas utilizadas para conseguir esta
decomposicdo em linha tém-se a fotoreducdo com luz ultravioleta (SLEJKOVEC et
al., 2001), decomposicdo por microondas (BURGUERA; BURGUERA, 1997), ou
térmica (LOPEZ et al., 1993). Zhang e colaboradores descreveram a fotooxidacéo
em linha com fonte ultravioleta (UV) apds a separacao por cromatografia de troca
ibnica (ZHANG et al., 1996). Estes autores relataram a determinacdo de As(lll),
As(V) MMA e DMA por HG-AAS em amostras de soro de pacientes com arseno-
uremia.

Gbmez-Ariza e colaboradores (GOMEZ-ARIZA et al., 2001) pesquisaram
procedimentos de extracdo, concentracdo e derivatizacdo, prévio a separacao
cromatografica, para determinacdo de espécies de As em amostras ambientais. A
acidificacdo € comum em amostras de agua e outros liquidos para deter ou
minimizar atividades biologicas. Entretanto, este procedimento ndo € recomendado
guando as amostras contém espécies organo-metalicas, uma vez que estas séo
degradadas em condi¢cbes acidas. Nestes casos, sdo comumente utilizados
solventes tais como, tolueno e metanol (ALI; JAIN, 2004). Feldman e colaboradores
pesquisaram o efeito do acido cloridrico (HCI) e alguns aditivos como nitreto sodico
(NaNs3), cloreto de trimetil benzil aménia, acido benzdico, cloreto de cetilpiridinio e

metanol sobre amostras de urina, relatando a degradacdo dos compostos
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organoarseniacais em amostras acidificadas na presenca de alguns destes aditivos
(FELDMANN et al., 1999).

Em estudos de especiacdo o preparo de amostras torna-se essencial, uma
vez que, amostras com elevado contetudo de sais causam problemas na separacéo
por eletroforese capilar, resultando em picos alargados, devido a alteracdo do fluxo
eletroosmotico (ALI; JAIN, 2004). Por outra parte, na separacdo por cromatografia
liquida deve ser considerada a compatibilidade entre a matriz das amostras e a fase

movel (FALLON et al., 1987).
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Resumo

Neste capitulo descrevem-se os fundamentos para a extracdo das espécies
de arsénio em amostras biologicas, apresenta-se uma pequena mais detalhada
revisdo sobre estado da arte em técnicas de extracdo enzimatica, extracdo assistida
por microondas e extracdo por ultra-som para analise de especiacdo, empregando
diferentes solventes como meio extrator. Entretanto, nesta pesquisa foi avaliada a
eficiéncia da extracdo assistida por ultra-som em amostras de tubardo e camarao.
Foi conseguida uma eficiéncia de extracdo maior que 78% do arsénio total no
material de referéncia certificado DORM-2. A interconversdo das espécies durante o
procedimento de extracéo foi avaliada submetendo uma solucdo padrdo contendo as
espécies ao mesmo procedimento de extracdo aplicado as amostras. Foi avaliada a
preservacao das espécies nos extratos e nas solu¢des padrdo. Estes extratos foram

posteriormente analisados pelo sistema acoplado LC-HG-AFS.
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Abstract

The main considerations for arsenic species extraction from biological samples
are presented in this chapter. A little review about enzymatic, microwave and
ultrasonic assisted extraction on arsenic speciation from biological samples, by
employing different solvent is also offered. Furthermore the efficiency of ultra-sound
extraction was evaluated in shark and shrimp samples. An efficiency better than 78%
was achieved from DORM-2 certified reference material. Ultra-sound extraction was
also applied to a multi-species standard solution for stability studies of species during
extraction procedure. Extracts and solutions in this work were further analyzed by

LC-HG-AFS
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2.1 Introducéo

Quando a meados do século passado comeca a vigorar a idéia de
especiacao associando-a com efeitos toéxicos e, se comeca a perceber a importancia
da determinacdo da espécie quimica na qual o elemento em questdo se encontra,
ao invés da determinacdo da determinacdo de teores totais, surge a necessidade de
desenvolver metodologias confiaveis e robustas que permitam a determinacdo das
espécies presentes nas diversas matrizes abordadas, sem incorrer em erros devido
a possiveis interconversdes ou degradacdo das espécies.

Historicamente em quimica analitica instrumental os esfor¢cos foram focados
na reducdo de limites de deteccdo e na ampliacdo da faixa linear das curvas
analiticas. Embora os detectores mais robustos provejam atualmente limites de
quantificacdo da ordem de partes por trilhdo, tanta sensibilidade freqientemente se
torna desnecessaria uma vez que o erro absoluto introduzido nas diferentes etapas
do processo analitico pode ser de uma ordem de magnitude maior. O erro
introduzido durante o preparo de amostras pode atingir 50% do erro total, entretanto
este erro pode ser ainda maior se considerarmos o preparo de amostras para
analise de especiacdo onde, matrizes complexas, baixas concentracfes das
espécies envolvidas e distribuicdo heterogénea das mesmas implicam geralmente
na necessidade de implementar procedimentos adicionais como purificacdo e/ou
pré-concentracdo. Portanto a otimizacdo de processos de amostragem, preservacao
das espécies e melhorias na eficiéncia de recuperacdo das espécies durante o
preparo de amostras se tornam de vital importancia, constituindo-se estes
parametros no principal objetivo em desenvolvimento de metodologias para analise

de especiacdo (MORIN et al., 1992; CAMARA, 2005).
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Além da agua potavel, os seres humanos estdo expostos ao arsénio através
dos alimentos de origem marinha, 0s quais contém as maiores concentracfes de
arsénio. Mais de duas duzias de espécies de arsénio tém sido detectadas (Tabela
2.1), embora existe apreensdo acérca da eficiéncia dos métodos de extracdo 0s
quais podem destruir as espécies originais. A excrecao urinaria representa a
exposicao recente ao arsénio devido a curta vida media das espécies e por tanto, a
especiacdo de arsénio em urina se considera como biomarcador de exposicdo

(GONG et al., 2002).



Tabela 2.1 — Espécies de arsénio encontradas no meio ambiente (Gong, Lu et al., 2002).

Nome Abreviatura Férmula quimica

Arsenito (acido arsinoso) As" As(OH)3
Arsenato (acido arsinico) As’ AsO(OH)s
Acido monometilarsénico MMAY CH3zAs(OH),
Acido monometilarsinoso MMA™ CH3sAs(OH),
Acido dimetilarsinico DMA" (CH3)2AsO(OH)
Acido dimetilarsinoso DMA™ (CH3),As(OH)
Oxido de trimetilarsina TMAO (CH3)3AsO
Trimetilarsina TMA™ (CHs)sAs
{on tetrametilarsénio MesAs’, TMA' (CHz)sAs’
Dimetilarsinoil etanol DMAE (CH3)2AsO(CH_).0OH
Arsenobetaina AsB (CH3)3As"CH,COO ~
Arsenobetaina 2 AsB-2 (CH3)3As " (CH,).COO
Arsenocolina AsC (CH3)sAs (CH,),0OH
Arsinas AsHs, MeAsH;, Me,AsH (CH3)xAsH3x); (x=0-3)
Etilmetilarsina EtxAsMez.x (CH3CHy)xAsMe(z.x); (x=0-3)
Roxarsone Roxarsone (OH)NO2PhAs(OH),0
Acido fenilarsénico PAA PhAsSO(OH),
Acido hidroxifenilarsénico 4-HPAA (OH)PhAS(OH).0
p-aminobenzenoarsonato PABA NH2PhAsO(OH),
Acido
Aminohidroxifenilarsénico 3-AHPAA NH2(OH)PhASO(OH):
Acido nitrofenilarsénico 4-NPAA NO,PhAsO(OH),
Acido
hidroxinitrofenilarsenico 3-NHPAA NOz(OH)PhASO(OH).
Acido ureidofenilarsénico p-UPAA NH2CONHPhAsO(OH);
Arsemg com grupos Arsenoacucares
ribosidios

R—CH, .o O— CHZ-FH-CHZ-Y

X
OH OH
R X Y

X (CH3),As(0)- -OH -OH

XI (CH3)7As(0)- -OH -OPO3HCH,CH(OH)CH,0H

X1 (CH3)7As(0)- -OH -SO1H

X111 (CH3),As(0)- -OH -0SO3H

XIv (CH3)7As(0)- -NH, -SO3H

XV (CH3)3As™- -OH -0S03H
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A temperatura e a forma de coccdo dos alimentos também podem modificar

as espécies e concentracdes de arsénio, neste sentido, Devesa e colaboradores
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apresentaram recentemente uma completa revisdo sobre os efeitos da temperatura
durante a coccao de alimentos ricos em teor de arsénio (DEVESA et al., 2008).

Devido a ampla abrangéncia da palavra especiacdo e, as inumeras
abordagens sobre este tema encontrados na literatura, neste capitulo se considera
prioritariamente a especiacdo quimica de compostos de arsénio. Apresenta-se uma
detalhada revisdo do estado da arte em preparo de amostras para analise de
especiacao, empregando extracdo enzimatica, assistida por microondas e por ultra-
som.

Nesta pesquisa se avaliou a eficiéncia do procedimento de extracdo por ultra-
som, assim como também a ocorréncia de possiveis interconversdes das espécies
nos procedimentos de extracdo. Estudou-se também a estabilidade dos extratos

conservados em geladeira a 4°C e, ao abrigo da luz.

2.2 Métodos de extracao

As metodologias mais usadas para extracdo de espécies de arsénio sao
extracdo Soxhlet, sonicagéo, extracdo assistida por microondas, extracdo acelerada
por solvente e extracdo por fluido supercritico. A sonicacdo favorece a
homogeneizacdo de amostras solidas. A extragdo assistida por microondas envolve
aguecimento das amostras com solvente ou combinacao destes, gerando a particao
das espécies entre as fases. Os solventes mais comumente utilizados séo: agua,
diferentes propor¢cdes de metanol/dgua e metanol/agua/cloroférmio (ALI; JAIN,
2004).

A extracdo de espécies organoarseniacais assistida por microondas utilizando

metanol e mistura de metanol-dgua tem sido relatada (DAGNAC et al.,, 1998;
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GOMEZ-ARIZA et al., 2000b). Na extracdo em banho de ultra-som de espécies de
arsénio em ostras, nao foram evidenciadas diferencas significativas na eficiéncia de
extracdo quando empregados os solventes, agua, metanol e metanol-agua (1:1).
(MCSHEEHY et al., 2001). Diversos autores relataram também a utilizacdo de
enzimas nos processos de extracdo (LAMBLE; HILL, 1996; PARDO-MARTINEZ et
al., 2001; RATTANACHONGKIAT et al., 2004; ACKERMAN et al., 2005; SANZ et al.,
2005). A especiacdo de arsénio empregando agitacdo com agua como solvente foi
descrita, com eficiéncia de extracao na faixa de 57 a 81% do arsénio total extraido
de amostras de mexilhdes, (SOROS et al., 2003). Na comparacdo de métodos de
extracdo empregando agitacdo, extracdo por ultra-som, extracdo acelerada por
solvente e extracdo por microondas, uma eficiéncia de 100% foi conseguida na
extracdo aquosa assistida por microondas e de 50% na extracdo com metanol,
entretanto a extracbes por agitacdo e assistida por ultra-som apresentaram
eficiéncias de 30% e 20% para 0s extratos aquoso e com metanol respectivamente
(NARUKAWA et al., 2008). Yuan e colaboradores realizaram uma comparacdo da
eficiéncia de métodos de extracdo, empregando cinco tipos diferentes de solvente ,
estes autores estudaram o rendimento da extracdo por soxhlet, ultra-som, agitacao,
e assistida por microondas; a melhor eficiéncia de extracdo foi conseguida
empregando uma mistura etanol-agua, entretanto as menores eficiéncias foram
conseguidas quando empregado metanol puro (YUAN et al.,, 2005). Mais tarde,
Wrobel e colaboradores apresentaram uma revisdo de procedimentos para o pre-
tratamento de amostras com matrizes complexas visando a especiacao de arsénio e

selénio (WROBEL; CARUSO, 2005).
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2.2.1 Extrac&o enzimética

O emprego de enzimas em quimica analitica tem, geralmente a finalidade de
simular processos bioldgicos ou digestivos dos organismos vivos. As enzimas séo
muito utilizadas especialmente para ensaios de biodisponibilidade, seja de
elementos toxicos ou de nutrientes, as enzimas mais comumente utilizadas sdo as
enzimas digestivas como proteases, tripsina, lipase, amilase, por exemplo, a
pancreatina, mistura de lipase e amilase pode ser empregada para digerir matrizes
pouco homogéneas (SANZ et al., 2007).

Para extracdo das espécies de arsénio em alimentos para bebés foram
avaliadas duas enzimas diferentes, pancreatina e tripsina; embora ambas enzimas
tenham apresentado eficiéncia de extracdo similares, os extratos em meio de
pancreatina apresentaram superposicédo de picos de arsenobetaina e dimetilarsénio
nos cromatogramas (PARDO-MARTINEZ et al., 2001). A extracdo enzimatica com
tripsina,de espécies de arsénio em peixes e crustaceos do lago Pak Pa-Nang, um
estuario no meio de uma regido de mineracao no sul da Tailandia, teve eficiéncia de
82-100% (RATTANACHONGKIAT et al., 2004). A comparacdo dos métodos
enzimaticos e métodos quimicos de extracdo para a especiacdo de arsénio em
farinha de arroz e cinco tipos diferentes de arroz em gréo, revelou boa eficiéncia
para ambos os métodos, contudo quando a extragdo enzimatica foi empregada, se
evidenciou o aparecimento de um pico nao identificado no cromatograma
(ACKERMAN et al., 2005). Nam e colaboradores realizaram um estudo da eficiéncia
de diferentes métodos de extracdo para especiacdo de arsénio em amostras de
alimentos e suplementos alimentares. Os autores concluiram que quando
empregada a extragdo enzimatica assistida por ultra-som utilizando o-amilase, a

eficiéncia de extracdo resultou em 104% para farinha de arroz, 98% para maca
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congelada, entanto que para espinafres a eficiéncia de extracdo foi de apenas 7%
(NAM et al., 2006).

Recentemente foi descrita a lixiviacdo continua em linha com cromatografia
de intercambio i6nico e deteccdo por ICP-MS para a extracdo e determinacdo de
espécies de arsénio em alimentos de origem marinha; mediante o bombeamento em
sequéncia de saliva, suco gastrico e suco intestinal artificiais, através de uma coluna
contendo as amostras, 7 espécies de arsénio foram determinadas no extrato de
saliva, sendo esta, segundo os autores, responsavel pela remocédo de quase a
totalidade do arsénio biodisponivel (DUFAILLY et al., 2008).

A extracdo enzimatica assistida por microondas empregando uma mistura de
lipase e pronase E, em meio de tampéao fosfato a pH 7,25 e 37°C demonstrou uma
eficiéncia de extracdo de 82-94% e 57-97% para os matérias de referéncia DOLT-2
e BCR-627 respectivamente, sem inducdo aparente de interconversdo das espécies
(REYES et al., 2009).

Uma revisao sobre métodos de extracao in-vitro empregando enzimas gastro-
intestinais, métodos conhecidos como biodisponibilidade oral, aplicada a amostras
de solo e alimentos foi realizada enfatizando parametros como pH, composi¢do das
amostras e tamanho de particula empregado (INTAWONGSE E DEAN, 2006). Mais
tarde, Vale e colaboradores apresentam uma reviséo e discusdo sobre a viabilidade

do emprego de extracdo enzimatica assistida por ultra-som (VALE et al., 2008).



27

2.2.2 Extrag&o por microondas

A extragcdo por microondas encontra-se amplamente difundida em funcéo da
eficiéncia e rapidez no preparo de amostras quando comparada com procedimentos
tradicionais. O emprego de baixas poténcias, entre 20 e 90 W e pressdes normais,
torna possivel a extracdo de compostos organometalicos sem afetar as estruturas
das moléculas extraidas em amostras biolégicas e ambientais. No entanto
parametros como solvente empregado, poténcia e tempo aplicados precisam ser
cuidadosamente avaliados para evitar perda de analitos ou interconversbes
indesejadas (DIETZ et al., 2007). Nobrega e colaboradores apresentaram uma
completa revisdo sobre o emprego de microondas para analise de especiacédo de
estanho, arsénio, mercurio e selénio em diversas matrizes (NOBREGA et al., 2002).

Mediante um procedimento desenvolvido para otimizagdo de processos de
extracdo de espécies de arsénio em mexilhdes, aplicando uma poténcia de arredor
de 40W, foi conseguida a remocgéao de 85% do arsénio total nas amostras em menos
de 4 minutos (DAGNAC et al., 1998). Mais tarde, Ackley e colaboradores,
empregando uma mistura 80:20 de metanol-a4gua e aquecendo a 65°C durante 4
minutos conseguiram a extragdo de 100% do arsénio no material certificado de
referéncia DORM-2 (ACKLEY et al., 1999).

A extragao assistida por microondas de arsenito, arsenato e dimetilarsénio em
amostras de farinha de arroz, empregando 4gua como meio de extracao e posterior
deteccao por LC-ICP-MS apresentou uma eficiéncia de extracdo de arredor de 100%
sem alteragBes quimicas aparentes (NARUKAWA et al., 2008). Estes autores
descrevem também um decréscimo de 50% na eficiéncia de extragdo quando
empregado metanol como meio extrator. Entretanto, foi relatada uma eficiéncia de

96-105% de extracdo quando utilizada uma mistura 1:1 metanol-agua na extracao
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assistida por microondas de espécies de arsénio em amostras de camardo e Mya

arenaria Linnaeus, uma espécie de ostras (Yang et al., 2009).

2.2.3 Extracao por ultra-som

A extracdo assistida por ultra-som, seja por sonda focalizada ou banho de
ultra-som, foi primeiramente empregada para determinacdo de teores totais de
elementos quimicos. No entanto nos ultimos anos ocorreu um aumento no numero
de publicacbes que descrevem o0 emprego da extracdo assistida por ultra-som,
principalmente banho de ultra-som, em estudos de especia¢do quimica. O emprego
de ultra-som permite uma melhor homogeneizagdo do meio aquoso solvente/soluto
das amostras a serem extraidas. Um dos fenbmenos mais importantes quando
aplicado ultra-som a uma solucdo aquosa € o fenbmeno de cavitagdo, fenbmeno
fisico que ocorre gerando pequenas bolhas que aumentam seu tamanho para
finalmente implodir. Devido a isto, os fenbmenos de cavitagdo sdo considerados
como micro reatores no interior da amostra, onde se atingem temperaturas de
arredor dos 5000°C e pressdes da ordem das 1000 atmosferas, causando erosao
mecanica dos sélidos e ruptura de particulas. Por outro lado, no meio liquido se
formam ions que produzem oxidacdo ou reducdo das espécies quimicas, por
exemplo, quando empregada dgua como solvente em extracao por ultra-som, sdo
formados radicais hidroxila além de peroxido de hidrogénio (SANTOS; CAPELO,
2007). Caruso e colaboradores relataram o emprego de extracdo assistida por ultra-
som em amostras de mac¢a com uma mistura metanol-agua (50:50), a extracdo em
banho de ultra-som durante 6 horas apresentou porcentagens de recuperacao de 72

a 97% para trés tipos diferentes de amostras, entretanto, a extracdo foi melhorada
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consideravelmente (81 a 104%) quando as amostras foram tratadas com o-amilase
prévio a extracdo em banho de ultra-som (CARUSO et al., 2001).

A eficiéncia do ultra-som para extracdo de espécies de arsénio em ostras,
empregando diferentes solventes, &gua, metanol-4gua (50:50) e metanol foi
avaliada. O procedimento consistiu em submeter uma por¢cdo da amostra a duas
extracdes consecutivas de uma hora cada em banho de ultra-som, o sobrenadante
resultante foi misturado e em seguida evaporado em rotoevaporador a temperatura
ambiente e finalmente o volume restituido com 4&gua deionizada.
Independentemente do solvente empregado, somente 53% do arsénio total foi
extraido, no entanto o perfil cromatogréfico ndo apresentou diferencas dependentes
do solvente empregado (MCSHEEHY et al., 2001).

Uma eficiéncia de extracdo de 102% para amostras de camardo e, de 96%
para o material certificado de referéncia DORM-2 foi conseguido empregando uma
mistura 50:50 metanol-agua como solvente. Nessa pesquisa a mesma aliquota da
amostra foi submetida a trés extracdes de 30 minutos cada uma no banho de ultra-
som. Os extratos foram analisados por LC-ICP-MS (MILSTEIN et al., 2003), segundo
estes autores, variagdes na composicdo e pH do solvente ndo apresentaram
melhoras significativas na eficiéncia de extragdo. Estudos de estabilidade das
espécies durante o processo de extracdo com metanol-agua e metanol-cloroformo-
dgua ndo apresentaram degradacdo das seis espécies adicionadas.
Contudo,quando empregada uma mistura tripsina-carbonato de amdnia verificou-se
a oxidacdo de arsenito para arsenato. A mistura metanol-agua apresentou melhor
eficiéncia de extracdo que a mistura metanol-clorofomio-agua para as seis espécies

adicionadas.
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Wabhlen e colaboradores, relatam excelente recuperacado de arsenobetaina em
materiais certificados de referéncia, DORM-2, DOLT-2 e TORT-2, empregando agua
como solvente previa agitacdo por 10 minutos, extracdo em banho de ultra-som a
temperatura do laboratorio (24-26°C) durante 20 minutos e posterior centrifugacao,
no entanto apresentam diferencas na extracdo de dimetilarsénio DMA (WAHLEN et
al., 2004). Para especiacdo de arsénio em algas provenientes da regido antartica, a
extracdo em banho de ultra-som com uma mistura metanol-agua (50:50) durante
duas horas a 30°C foi conseguida com eficiéncia na faixa de 83 a 108% para arsénio

total (WUILLOUD et al., 2006).

2.3 Procedimentos de preservacédo das espécies de As em solucao

Como j& mencionado, a estabilidade das espécies resulta ser um ponto
crucial em analises de especiagdo, entretanto esta estabilidade depende ndo s6 das
metodologias de extragcdo, como também das estratégias de amostragem e
preservacao tanto das amostras como dos extratos finais até o momento da andlise.

Em 1999 Feldman e colaboradores realizaram um estudo da estabilidade de
arsenito, arsenato, MMA, DMA e arsenobetaina em urina. Para isto, as solugdes
decorrentes da reconstituicdo da urina liofilizada foram armazenadas em diferentes
condicdes de temperatura, luminosidade, com ou sem emprego de &cidos e
conservantes. Empregando material de referéncia certificado (Toxic Metals in
Freeze-Dried Urine SRM 2670) e amostras de urina de varios voluntarios, estes
autores estudaram o efeito da adicdo de HCI até 0,1 mol L™, estocando as solucées
a -20°C, 4°C e 25°C. Nestas mesmas temperaturas foi estudado também o efeito de

possiveis conservantes como azida soédica, acido benzoéico, cloreto de
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benziltrimetilamonia e cloreto de cetilpiridina. As solucdes com os diferentes aditivos
estudados foram estocadas por periodos de 1, 2, 4 e 8 meses. Segundo estes
autores as solucdes sem conservantes podem ser armazenadas por um periodo de
até 2 meses a temperaturas dentre -20 e 4 °C sem que se verifiqguem mudancas na
distribuicdo das espécies nas amostras estudadas. A adicdo de conservantes nao
ofereceu beneficios aparentes no intuito de conservacdo das espécies; no entanto
as solucdes acidificadas com HCI apresentaram processos de degradacao afetando
a recuperacdo das espécies estudadas. A arsenobetaina demonstrou alta
estabilidade nas solucbes estocadas por até 8 meses sem 0 emprego de
conservantes, verificando-se em alguns casos o aparecimento de até 6 e 2% de
DMA e MMA respectivamente (FELDMANN et al., 1999).

A estabilidade de arsenito, arsenato, acido monometilrasénico, &cido
dimetilarsinico, acido fenilarsénico, selenito, selenato, selenometionina, antimonito,
antimonato e telurato em agua, urina (NIST SRM 2670n), extrato de peixe (DORM-2)
e material de referéncia certificado de solo (NIST SRM 2710), armazenadas a -
diferentes temperaturas foi descrita (LINDEMANN et al., 2000). Quando
armazenadas a -20°C por um periodo de 30 dias as solu¢des aquosas apresentaram
um consideravel decréscimo nas concentracbes de arsenito, selenito,
selenometionina e antimonito, assim como a aparicdo de uma nova espécie de
selénio. A estocagem destas solucdes a +20°C apresentou maior estabilidade para
as espécies estudadas, embora tenha ocorrido o aparecimento de uma nova espécie
de selénio em quantidades minimas apos 30 dias.

O material de que estdo constituidos o0s recipientes em que seréo
armazenadas as amostras joga um papel preponderante na estabilidade das

espécies. Um estudo revelou a contaminacdo com arsénio da agua Milli-Q
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armazenada em frascos de vidro previamente incubados em uma solucdo 10% de
acido nitrico. Os autores atribuiram a provavel lixiviagdo em presenca do acido, uma
vez que AsO é utilizado na industria do vidro (HUANG; ILGEN, 2004). Estes autores
também relatam a adsorcéo de arredor de 5% de todas as espécies adicionadas nos
diferentes matérias dos frascos armazenados a 5°C, entanto que o DMA apresentou
maior grau de adsorcdo. Os mesmos testes realizados a 20°C apresentaram
resultados similares, embora neste caso se evidenciou um consideravel grau de

oxidacdo do arsenito para arsenato.

2.4 Material e Métodos
2.4.1 Reagentes, solucdes e equipamentos.

v Solucbes estoque das diferentes espécies de arsénio estudadas neste
trabalho, preparadas e armazenadas em geladeira em frascos de cor ambar.

1. Arsenito (As®"), AsNaO; (Merck, Darmstadt, Alemanha)

2. Arsenato (As”"), AsNa,HO4 7H,O (Merck, Darmstadt, Alemanha)

3. Monometilarsénio (MMA) (Supelco, Sigma-Aldrich, USA)
4. Dimetilarsénio (DMA) (Supelco, Sigma-Aldrich, USA)
5. Arsenobetaina (AsB) preparado a partir do material de referéncia
certificado BCR-626.
v Amostras de camardo seco, adquirido em comércios locais.
v' Amostras de tubarédo, cedidas pelo professor José Ferreira.
v' Material certificado de referéncia para elementos traco (DORM-2), com teores
certificados para:

1. arsénio total igual a 18 + 1,1 mg/Kg
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2. arsenobetaina igual a 16,4 + 1,1 mg/Kg e,
3. lon tetrametilarsénio igual a 0,248 + 0,054 mg/Kg.
v Acido nitrico concentrado, destilado, e perdxido de hidrogénio 30 % viv,
(Merck, Darmstadt, Alemanha), empregados para realizar as digestdes nitrico-

perdxido das amostras e materiais de referéncia certificado.

v Banho de ultra-som de 40 kHz (Thornton, Nova Técnica, Piracicaba-SP,
Brasil)

v Bloco de digestédo (Tecnal, Piracicaba-SP, Brasil) e, tubos de digestdo de 25
ml.

Para todos os experimentos realizados durante este trabalho, se usou
material previamente descontaminados em banhos contendo 10 % (vww™) de HNO3
por 24 horas. Agua de deionizada, purificada em sistema Mill-Q com uma
resistividade de 18.2 MQ .cm (Millipore, Bedford, MA, USA), foi empregada no

preparo de todas as solucoes.

2.4.2 Procedimentos de extragao

Uma vez realizada uma minuciosa recopilacdo de dados sobre diferentes
metodologias reportadas para a extracdo de espécies de arsénio em diferentes
matrizes, se resolveu avaliar e subseqientemente adotar como método de extracéo
para este trabalho, aqueles que estiverem em assentimento com a quimica limpa.
Por tanto foi escolhido como método de extracdo para esta pesquisa, a extracdo em
banho de ultra-som empregando como solvente apenas agua ou, em ocasifes, uma

mistura metanol-agua em proporcéo 20:80.
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A eficiéncia da extracdo determinou-se pela relacdo percentual do teor de
arsénio total nas solucbes digeridas e nas solucbes extraidas em banho de ultra-
som. O procedimento de extracdo consistiu em pesar 0,25 g do material de
referéncia certificado DORM-2, agregou-se 20 mL de agua ultra pura e se submeteu
a extracdo em banho de ultra-som por intervalo de uma hora. Para a determinacao
do teor total de arsénio foi realizada digestédo nitrico-peroxido (HNO3; + H,0,). Para
tal, pesaram-se 0,25 g do material de referéncia e se adicionou 4 mL de &acido
nitrico, deixou-se esta mistura em repouso por 2 horas, ao cabo deste tempo se
adicionou 1 mL de peroxido de hidrogénio 30% e se levou a mistura a 50°C durante
24h em bloco digestor. Em seguida deixaram-se estas solu¢cdes em repouso a
temperatura ambiente até esfriar, quando entdo foi completado o volume e filtrou-se
em filtro de acetato de celulose de 0,45 um de porosidade. Para a determinagéo de
arsénio total, foi realizada a reducdo das espécies para arsenito, para tal fim, se
tomou 5 mL de cada solugdo, extraidas e digeridas, se adicionou 0,5 mL de uma
solugdo 50% m/v Kl e 10% m/v de &cido ascorbico e as determinagfes foram
realizadas por espectrometria de fluorescéncia atomica.

Uma vez determinada a eficiéncia da metodologia de extracdo empregada, se
procedeu a investigar a estabilidade de espécies durante o procedimento de
extracdo. Para tal se realizaram dois procedimentos, primeiro se pesaram 0,25 g do
material de referéncia, ao qual se adicionou quantidade suficiente de cada uma das
espécies para atingir concentracbes na solucéo final iguais a 12, 12, 16 e 15 ug/L,
de mono e dimetilarsénio, arsenito e arsenato respectivamente. Esta mistura foi
deixada em repouso durante duas horas quando finalmente se completou o volume
e se submeteu ao procedimento de extragdo. Por outro lado, se preparou uma

solucdo padrao contendo estas mesmas concentracdes de cada espécie, logo
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ambas as solucGes foram submetidas a extracdo por ultra-som em tempos de 15,
30, e 60 minutos. Alternativamente, o mesmo procedimento de extracdo foi
realizado, empregando como solvente uma mistura metanol-agua em uma proporcao
20:80.

As analises posteriores a este procedimento levaram-se a cabo empregando
cromatografia liqguida acoplada a espectrometria de fluorescéncia atbmica com
geracado dos hidretos volateis na interface. Finalmente estes mesmos procedimentos
foram aplicados as amostras de interesse nesta pesquisa visando a identificacéo e
quantificacdo das espécies de arsénio presente nas amostras.

O monitoramento da decomposicdo da amostra de camardo e, o possivel
aparecimento de espécies toxicas ao longo do tempo também foi realizado. O
procedimento consistiu em pesar 250 g de camardo e, na sequéncia cortar em
pequenos pedacos, deixando logo decompor ao ar em capela de fluxo laminar.
Diariamente se tomaram trés sub-amostras, as quais foram moidas e submetidas

aos procedimentos de extracao descritos acima.

2.4.3 Conservacao das amostras e dos extratos

As amostras de camardo seco foram liofilizadas, moidas em moinho
criogénico e posteriormente armazenadas em geladeira.

Os extratos, assim como também as solu¢des resultantes da digestdo das
amostras e as solug¢des padrao mistas e individuais foram conservadas em geladeira
a 4°C, sem adicdo de quaisquer conservantes. Semanalmente se realizou a anélise
destas solucdes com a finalidade de avaliar a estabilidade das mesmas sob estas

condicoes.
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2.5 Resultados e Discussao
2.5.1 Eficiéncia do método de extracéo

Resultados obtidos das experiéncias realizadas para a determinacdo da
eficiéncia do método de extracdo em termos de arsénio total extraido apresentam-se
na Figura 2.1. Como pode ser observado nesta figura, o método empregado atingiu
uma eficiéncia de extracdo maior do que 78%, eficiéncia maior do que os 53%
relatados anteriormente por McSheehy e colaboradores para 2h de extracéo
(MCSHEEHY et al., 2001). Entretanto, em uma hora de extracéo, estes resultados
se equiparam aos resultados obtidos anteriormente por Caruso e colaboradores
empregando 6h de tratamento com uma mistura metanol-agua (CARUSO et al.,
2001). Embora ja tenha sido relatada uma eficiéncia de extracdo de 102%
(MILSTEIN et al.,, 2003), estes autores empregaram uma mistura metanol-agua
(50:50) sem posterior evaporacdo do solvente e, como veremos posteriormente,
ocorre interferéncia na detecgdo por fluorescéncia atdmica provocada pela presenca

do metanol nos extratos.
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Figura 2.1 — Eficiéncia do método de extracao de As por ultra-som. Apresentam-se 0s
teores totais em 5 repeticBes da extracdo aquosa e dos extratos obtidos por
digestéo total. Validagdo do método utilizando Material Certificado de
Referéncia Dorm-2.

2.5.2 Interconversao de espécies

Para os estudos de possiveis interconversfes entre as espécie durante o
procedimento de extracdo, se preparou uma solugcédo padrao contendo 15 pg/L de
arsenito, arsenato, monometil e dimetil arsénio. Esta solucdo foi entdo submetida ao
procedimento de extracdo em banho de ultrassom, aliquotas de 500 pL foram

amostradas a intervalos de 15, 30 e 60 minutos. Os resultados deste procedimento

se apresentam na Figura 2.2.
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Figura 2.2 — Estabilidade das espécies de arsénio durante o procedimento de extracdo em
banho de ultra-som. Andlise das solu¢des ap6s 15, 30 e 60 minutos de
duracdo do procedimento aplicado. Os desvios para arsenito, arsenato,
monometilarsénio e dimetilarsénio foram de 0,96; 0,99; 1,17 e 0,59
respectivamente.

Como podemos observar, ndo houve variacbes significativas nas
concentracdes das espécies ao longo do procedimento de extracdo, resultados em
consonancia com os ja relatados para a extracado de espécies de arsénio em ostras

(MCSHEEHY et al., 2001).

2.5.3 Interferéncias nas analises dos extratos

Uma interferéncia no cromatograma no tempo de retencao correspondente ao
monometilarsénio e dimetilarsénio foi observada como mostrado no cromatograma
da Figura 2.3. quando se empregou mistura 20:80 de metanol-agua como solvente

nos procedimentos de extragcdo em banho de ultra-som.
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Figura 2.3 — Cromatograma das espécies de As em amostra de camardo. Extrato de
camardo adicionado com arsenito, arsenato, monometilarsénio e
dimetilarsénio, extraidos em banho de ultra-som durante uma hora com a
mistura 20:80 metanol-agua.

Os procedimentos de extragdo descritos na literatura, que empregam
diferentes proporcbes metanol-dgua, normalmente propem a evaporacdo da
solucdo extratora antes de aferir com agua para o volume desejado (HEITKEMPER
et al., 2001; VAN HULLE et al., 2002). Entretanto, isto implicaria acrescentar um
passo a mais no preparo de amostras, com a consequente possibilidade de mais
erros introduzidos nas determinacdes finais. Outros autores também empregaram
mistura metanol-agua, para a extragdo por ultra-som, embora a evaporacdo do
solvente e reconstituicdo do volume nao foi aplicado (MILSTEIN et al., 2003). No
entanto Nam e colaboradores advertem sobre o incremento do sinal de arsénio com
o incremento da proporgcéo de metanol nos extratos quando analisados por ICP-MS

(NAM et al., 2010).
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2.5.4 Estabilidade das espécies em solucéo e dos extratos

Andlises semanais das solucbes padrdo e dos extratos, armazenados em
geladeira a 4°C, sem adicdo de conservantes, revelaram a degradacao das espécies
metiladas. Transcorridas trés semanas, as solucdes individuais de monometilarsénio
e dimetilarsénio mostraram quase completa degradacéo para As”*, entanto que as
solucdes padrao de arsenito mostraram uma oxidacéo para arsenato ao longo deste
mesmo periodo . No percurso de 2 meses todas as solu¢des padrédo individuais
apresentaram mais de 90% de arsenato. Nas solu¢des padrdo multiespécies, este
comportamento se verificou em tempos menores aos das solucdes individuais,
evidenciando-se a quase completa oxidacdo das espécies para arsenato em um més
(Figura 2.4). Em extratos de tecidos de frango foram relatadas por Pizarro e
colaboradores a oxidacdo do arsenito para arsenato. entretanto descrevem uma
boa estabilidade das espécies metiladas nos extratos por até 3 meses. Em extratos
de tecidos de frango houve degradacdo de arsenobetaina para DMA apds dois
meses; enquanto que nos extratos de peixes foi detectada a conversdo de

arsenobetaina para uma espécie nao reconhecida (PIZARRO et al., 2003).
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Figura 2.4 — Estabilidade das espécies em solucdo. Degradacéo das espécies em solucdes
padrdo armazenadas ema geladeira. Linea pontilhada = solucdo preparada
no dia. Linea sélida = cromatograma apés 3 semanas.

Os extratos das amostras de camarado e tecido de tubardo, assim como as
solugbes resultantes da digestdo total, submetidas ao mesmo procedimento de
armazenagem que as solucdes padrdao, e sem adicdo de preservativos,
apresentaram o aparecimento de fungos ao cabo de trés semanas. Estes resultados
apresentam ligeira semelhangca com resultados apresentados anteriormente
(LINDEMANN et al., 2000) ao estudar a estabilidade de espécies de arsénio, selénio
e antimonio. Estes autores relataram um leve decréscimo na concentracdo das
espécies de arsénio apds 30 dias quando armazenadas as solucdes a +3°C e, a -
20°C; conjuntamente com o decréscimo na concentracdo de arsenito se observou
um aumento na concentracdo de arsenato. Entretanto, estes resultados contrastam
com os resultados obtidos por Feldman e colaboradores, os quais descrevem a
conservacdo das espécies e dos extratos por um tempo de até 2 meses a 4°C e -

20°C (FELDMANN et al., 1999).



42

2.5.5 Espécies toéxicas na decomposicdo natural da amostra de camarédo

O experimento para monitorar a possivel aparicdo de espécies toxicas
durante o armazenamento das amostras de camar&o deixando-as em contato com o
ar, ndo evidenciou degradacdo da arsenobetaina nem aparecimento de novas
espécies. Quando os extratos foram analisados por eletroforese capilar ou
cromatografia liquida, apos diferentes periodos de amostragem néo foi detectada

nenhuma modificacao.

2.6 Conclusodes

O método de extracao por banho de ultra-som apresenta satisfatéria eficiéncia
na extragdo total de arsénio (>78%) para andlise de especiagdo em amostras de
tubardo e camarao.

As espécies de arsénio estudadas se mantiveram estaveis durante o
procedimento de extracdo por ultra-som, sem que se verifiguem alteracdes das
propor¢cdes entre as espécies, tanto em solugbes padrdo como nos extratos
contaminados com as espécies estudadas. Por tanto a extracdo por ultra-som pode
ser aplicada em andlises de especiacdo em amostras biolégicas, com boa eficiéncia
de extracdo mantendo-se a estabilidade das espécies extraidas.

As amostras de camardo seco se mantiveram estaveis ao longo de trés
meses ao ar livre, no percurso deste periodo ndo foi detectado aparecimento de
espécies téxicas. Entretanto o armazenamento de solucdes padrao e dos extratos

das amostras, em geladeira a +4°C foi eficiente por um curto periodo, por tanto
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torna-se altamente recomendavel realizar as analises imediatamente depois das
extracoes.

Por ultimo a extracdo aquosa em banho de ultra-som resultou ser eficiente e
ndo apresentou interferéncias nas determinacdes por espectrometria de
fluorescéncia atdbmica. Entretanto quando empregado 20% de metanol no processo
de extracdo houve severas interferéncias nos cromatogramas nos tempos de
retencdo de dimetil e monometilarsénio. Por tanto a evaporacdo dos solventes para
posterior reconstituicdo de volume com agua apds a extracdo, se torna

recomendavel para analises por AFS.
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3 Especiacao de As por Eletroforese Capilar Acoplada a Espectrometria

de Massas com Fonte de Plasma
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Resumo

Neste capitulo se apresentam os fundamentos para a separacdo e
determinacdo de arsenito, arsenato, monometilarsénio, dimetilarsénio e
arsenobetaina em amostras de camardo empregando eletroforese capilar. Também
foi desenvolvido um dispositivo construido em acrilico com um encaixe hermético
para microtubos de 200 pL empregados como recipientes para a injecao
hidrodindmica no do capilar eletroforético adaptado a sistema caseiro de
eletroforese capilar projetado no Laboratério de Quimica Analitica do CENA-USP.
Apresentam-se também neste capitulo, o acoplamento do sistema caseiro de
eletroforese capilar com sistema de nebulizac&o de alta eficiéncia para introducao da
amostra espectrometro de massas com fonte de plasma ICP-MS. O acoplamento
CE-HG-ICP-MS foi também empregado para determinacdo de espécies de arsénio

em amostras de urina liofilizada.
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Abstract

In this chapter are presented fundamentals for separation and determination of
arsenite, arsenate, monomethylarsinic acid, dimethylarsonic acid and arsenobetaine
fro shrimp by capillary electrophoresis system. A time controlled hydrodynamic
injector devise employing 200 pL micro-tubes as recipient for samples and electrolyte
was developed for coupling with a “home-made” capillary electrophoresis system.

A high efficiency nebulizer (HEN) was also employed for the coupling of
capillary electrophoresis system to an inductively coupled plasma mass
spectrometer. Hydride generation was also employed as interface derivatization for

determination of arsenic species in lyophilized urine samples by CE-HG-ICP-MS.



a7

3.1 Introducéo

7

A eletroforese capilar € um método de separacdo, baseado na migracdo
diferenciada pelas diferencas na razéo carga/tamanho (z/m) de espécies ibnicas ou
ionizaveis através de um campo elétrico, gerado pela aplicacdo de uma diferenca de
potencial (ddp) entre os extremos de um tubo capilar contendo uma solucéo
eletrolitica. A separacao destas espécies se verifica pela acdo conjunta da migracao
eletrocinética e do fluxo eletroosmdtico, produzidos como consequéncia do campo
elétrico gerado no interior do capilar e, da movimentacdo dos cétions da solucdo
eletrolitica nas proximidades das paredes do capilar que carregam entre Si
moléculas de agua, provocando o que se conhece como fluxo eletroosmotico.
Devido a existéncia deste fluxo eletroosmaético (EOF: do inglés eletroosmotic flow)
torna-se possivel realizar a determinacdo de moléculas anibnicas, catidnicas e, sob
determinadas condicBes também neutras, numa Unica separacdo eletroforética.
Leituras recomendadas sobre os fundamentos e implicagdes em eletroforese capilar
podemos encontrar em (TAVARES, 1996; 1997, DE MORAES et al., 2009), como
assim também muitas outras publicacdes que abordam experiéncias realizadas para
o entendimento desta técnica que reportam resultados de estudos realizados com
diferentes parametros implicados na eletroforese capilar e que devem ser levados
em consideracdo na hora de montar quaisquer experimentos empregando esta
técnica de separacdo (ATAMNA et al., 1990a; 1990b; ISSAQ et al., 1990;
RASMUSSEN; MCNAIR, 1990; ZHU et al., 1994; BELLO, 1996; MACKA et al., 1998;
STOYANOV; PAWLISZYN, 2004).

Esta técnica tem se mostrado como uma ferramenta seletiva e sensivel na

especiacdo de ions metalicos. Sua relativa simplicidade, seu baixo consumo de
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amostras e reagentes, baixo custo (as colunas capilares sdo mais baratas que as
cromatograficas), assim como a possibilidade de separar espécies anidnicas e
catibnicas num mesmo sentido e, em reduzidos tempos de analise, tém feito da
eletroforese capilar uma das técnicas de preferéncia em estudos de especiacao.

A eletroforese capilar tem se mostrado ao longo dos ultimos anos como uma
técnica de separacdo robusta e versatil, empregada em quimica analitica para
separacao tanto de espécies ibnicas como neutras. O emprego de capilares com
didametros internos pequenissimos (da ordem de alguns micrémetros) permite uma
eficiente dissipacdo do calor e suprime efeitos de conveccéo no interior do capilar,
ao mesmo tempo em que permite a aplicacdo de altas voltagens sem incorrer em
correntes elétricas muito elevadas, minimizando assim os efeitos de aquecimento,
ao longo do tempo, da solucdo no interior do capilar. A combinacdo destas
propriedades confere a eletroforese capilar uma alta eficiéncia de separacdo, da
ordem de 10°-10° platds tedricos em um curto periodo de tempo (MORIN et al.,
1992).

A eletroforese capilar em zona (CZE: do inglés capillary zone electrophoresis)
foi utilizada para a determinacdo de seis espécies de arsénio com deteccdo UV
(VAN DEN BROECK; VANDECASTEELE, 1998), conseguindo-se a separacao e
deteccao de As(lll), As(V), MMA, DMA, arsenobetaina e arsenocolina, em um tempo
inferior a 10 minutos, em concentracdes de 100 pug/L. No ano de 2003 foi reportada a
separacdo de As(lll), As(V), MMA, DMA e outros quatro &cidos organicos (SUN et
al., 2003), empregando-se deteccdo por UV em 192 nm; estes autores reportaram
também a determinacdo simultanea de As(lll), As(V), MMA, DMA, Se(lV), Se(VI),
selenocisteina (SeC), selenometionina (SeM) e selenocistamina (SeCM), utilizando

tampao fosfato 15 mmol/l e deteccdo UV em 195 e 200 nm para as espécies de
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arsénio e selénio respectivamente (SUN et al., 2004). A separacdo e deteccdo de
seis espécies de arsénio utilizando um acoplamento CE-ICP-MS foi relatado
(MICHALKE; SCHRAMEL, 1998), conseguindo limites de deteccdo de 15 pg/L para
As(lll), MMA, DMA e As(V), e 65 ng/L para arsenobetaina e arsenocolina. A
separacdo destas mesmas espécies foi conseguida mais tarde mediante o
acoplamento CE-ICP-MS (VAN HOLDERBEKE et al., 1999), atingindo-se limites de
deteccédo de 1-2 pg/L.

Embora a maioria dos trabalhos citados refere-se a determinacdo das
espécies organicas e inorganicas em agua, neste trabalho sera estudada a
possibilidade de utilizacdo desta técnica para a separacao de espécies de arsénio
nos extratos de amostras bioldgicas. Por outra parte a possibilidade de separacéo e
deteccdo de espécies anidnicas, catibnicas e neutras num mesmo sentido de
andlise, decorrente da acdo do fluxo eletroosmético, permite a simplificacdo do
sistema, comparado com a utilizacdo de colunas anidnicas e catiénicas no caso da

cromatografia liquida.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Reagentes, solucdes e equipamentos

v' Solucbes estoque de fosfato monobasico (NaH,PO,) e dibasico (Na;HPO,) de
sédio em concentracdo 1 mol/L cada uma (Merck, Darmstadt, Alemanha).

v Brometo de tetradecil trimetilamdnio (TTAB) empregado como modificador de
fluxo eletosmético (Merck, Darmstadt, Alemanha).

v Acido fosférico empregado para o ajuste do pH dos tampdes de trabalho,

(Merck, Darmstadt, Alemanha).
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Acido Nitrico destilado (HNO3), para ser empregado como solucéo eletrolitica
auxiliar nos sistemas CE-ICP e também para acidificacdo em linha das
solucdes efluentes do capilar eletroforético, nos sistemas CE-HG-ICP (Merck,
Darmstadt, Alemanha).

Tetrahidroborato de sodio (NaBH,) para a reacdo de geracdo dos hidretos
volateis (Nuclear, CAQ Casa da Quimica Ind. e.Com.Ltda., Diadema-SP,
Brasil)

Capilares de silica fundida de 75 mm de diametro interno i.d.(Polymicro
Technologies, EUA)

Tubos Eppendorf® de 200 pL de volume interno aferido. (MPL materiais para
laboratério, Piracicaba-SP, Brasil)

Fios de platina de 0,3 mm de espessura (Loccus Brasil, S&do Paulo)

Bomba de seringa (Shimadzu Corporation, Kyoto-Jap&o).

Unidade controladora de gas (Shimadzu Corporation, Kyoto-Jap&o) e um
cilindro de géas argbnio qualidade analitica (Oxipira, Piracicaba-SP, Brasil
Valvulas solendide de trés vias NR161T031, (NResearch and Development
Incorporated).

Fonte de alta voltagem modelo CZE 1000R (Spellmam, EUA)

Detector UV/Visivel LabAlliance com a interface para aquisicdo de dados
conectada a um computador 486 provido com interface e programa de
aquisicado cromatogréafica CSW 1.7 (Data Apex Ltda.) funcionando em sistema
operativo Windows®

Espectrometro de massas de alta resolugdo com plasma acoplado

indutivamente (HR-ICP-SFMS) (Finnigan modelo Element)
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v Nebulizador de alta eficiéncia, HEN (High-Efficiency Nebulizer), (Meinhard,
Santa Ana, CA, USA)
v Camara de separacdo de fases para geracado de hidretos, construida no

laboratorio segundo (SUAREZ; GINE, 2005).

Todos os reagentes utilizados para as analises por eletroforese capilar e por
cromatografia liquida foram de grau analitico. As respectivas diluicdes levaram-se a
cabo empregando agua deionizada purificada em sistema Milli-Q com uma
resistividade de 18.2 MQ .cm (Millipore, Bedford, MA, USA), filtradas em filtro de

acetato de celulose de 0,2 mm de porosidade, previo as analises realizadas.

3.3 Desenvolvimento Experimental

Os mecanismos de separacao implicados na eletroforese capilar dependem
das diferencas na mobilidade eletroforética das espécies em solucdo, esta
propriedade tem estreita relagdo com as diferencas estruturais de cada soluto, como
por exemplo, seu tamanho, forma ou carga i0Gnica; as quais por sua vez estarao
relacionadas as propriedades fisico-quimicas do tampéao eletroforético empregado,
como pH, for¢a idnica, viscosidade e constante dielétrica, dentre outras. Entretanto a
temperatura afeta diretamente estas propriedades da solucdo eletrolitica e
consequentemente a separacdo eletroforética, um controle adequado da
temperatura implicard na melhor reprodutibilidade das separacdes eletroforéticas
(MORIN et al.,, 1992). Estes autores apresentaram uma detalhada analise da
influéncia da modificacdo de parametros como pH, temperatura e voltagem aplicada

na modificacdo do fluxo eletroosmoético, da carga ibnica de quatro espécies de
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arsénio, assim como de suas respectivas mobilidades eletroforéticas. Na Tabela 3.1
se apresentam algumas das espécies de arsénio encontradas comumente em
amostras biolégicas e ambientais com suas respectivas estruturas quimicas, pKa,

nome e abreviaturas empregadas na literatura.

Tabela 3.1 — Pka’s de espécies de arsénio. Apresentam-se os pka’s conhecidos das
espécies de arsénio em sistemas biolégicos e ambientais Adaptado de
(Larsen, 1998; Le, Lu et al., 2004; Sun, Macka et al., 2004; Wu e Ho, 2004;
Kitagawa, Shiomi et al., 2006; Jaafar, Irwan et al., 2007). *R corresponde as
diferentes estruturas de agucares ligados ao arsénio.

Nome Abreviagdo Formula quimica Pka
Arsenito, &cido arsinoso As" As(OH); 9,2-12,1
Arsenato, acido arsinico As’ AsO(OH); 2,25-6,77 - 11,60
Acido monometilarsinico MMAY CH3AsO(OH), 3,6-8,2
Acido dimetilarsinico DMAY (CH3),AsO(OH) 1,3-6,2
Oxido de trimetilarsina TMAO (CHs);AsO 3,6
Arsenobetaina AsB (CH3)3sAs"CH,COO - 2,1
Roxarsone Roxarsone  (OH)NO,PhAs(OH),0O 3,5
Acido fenilarsénico PAA PhAs(OH),0 3,6-88
p-aminobenzenoarsonato PABA NH,PhAs(OH),0O 1,9 (NH3"); 4,1; 9,2

As espécies organicas e inorganicas de arsénio sao espécies acidas que, sob
condicbes normais, ndo se apresentam como totalmente dissociadas. O grau de
dissociacao destes acidos, o qual apresenta uma relacdo direta com a carga ionica
dos mesmos em solucdo e, influencia diametralmente as suas mobilidades
eletroforéticas, depende de seus respectivos pK assim como do pH da solucdo
tampéo utilizada como eletrdlito. Os capilares de silica fundida, normalmente
empregados em eletroforese capilar, possuem cargas negativas na superficie de sua

parede interna, devido & presenca dos grupos silanois (SIO'H") e, quando aplicada
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uma voltagem positiva, por efeito do fluxo eletroosmaotico ocorrerd a movimentacgao
das formas ndo dissociadas das espécie de arsénio em direcdo ao catodo, em
sequéncia ocorrera a migracdo das espécies negativas parcialmente dissociadas
(GASPAR et al., 2000). Sob estas condi¢des, unicamente as espécies anidnicas que
apresentem mobilidade eletroforética inferior a velocidade do fluxo eletroosmatico
poderdo ser observadas nos eletroferogramas. Contudo, um incremento do pH da
solucéo eletrolitica, embora implique um incremento do fluxo eletroosmatico,
aumentara também a mobilidade eletroforética das espécies de arsénio, devido a um
maior grau de dissociacdo. Entretanto a direcdo do fluxo eletroosmaotico foi revertida
empregando uma voltagem negativa assim como também, por adicdo de um
modificador de fluxo, se obteve um menor tempo da andlise. Estes autores
conseguiram a separacdo de 6 espécies de arsénio adicionando brometo de
cetiltrimetilaménia (cetyltrimethylammonium bromide CTAB) ao tampéo eletroforético
(50 mmol/L borato, 0,5 mmol/L CTAB, pH 9,3). (Gaspar, Sogor et al.,, 2000). Na
Tabela 3.2 apresenta-se uma resenha de alguns artigos publicados no campo da
especiacao de arsénio com eletroforese capilar, nesta tabela se descreve o tampao
e 0 modificador de fluxo empregado (caso utilizado), pH, tempo de analise e ordem

de aparecimento dos respectivos picos no eletroferograma.
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Tabela 3.2 — Recopilacao de trabalhos que empregaram eletroforese capilar para a separacdo de espécies de arsénio, se indica nesta tabela o
tipo e pH do tampdo empregado, modificador de fluxo caso utilizado, voltagem aplicada, tempo de andlise e espécies
separadas(*) indicando a ordem de aparecimento das espécies nos respectivos eletroferogramas.

Tampéo (concentracéo)

Fosfato (25 mmol/L)
NaH,P04+NaxB407
(0,075+0,025) mol/L
Ac. piromelitico, NaOH,
trietanolamina, hexamethonioOH

(2,3-6,5-1,6-0,75) mmol/L

H3zPO4 + NaOH

Fosfato (15 mmol/L)

NaxHPO,/NaH,PO
(20 mmol/L)
Fosfato 15 mmol/L

Borato (50 mmol/L)

Cromato 5 mmol/L

Fosfato + Borato

(20 + 10 ) mmol/L

Cromato de sédio 0,5 mmol/L
H3BO3 16 mmol/L (pH

ajust.NaOH)

NaHCO3-Na2C03

(20 mmol/L)

Fosfato (20 mmol/L)

Bicarbonato (2 mmol/L)

NaHCO3-Na2C03
(50 mmol/L)

! Sodium Dodecylsulfate,

Modif. De fluxo
(concentracéo)

kkkkkkkkkkkkkhkkk

Kkkkkkkkkkkkkkhkkk
Kkkkkkkkkkkkkkhkkk

kkkkkkkkkkkkkkkk

SDS' (10 mmol/L)

Kkkkkkkkkkkkkkkkk

*kkkkkkkkkkkkkkk
OFM-OH (Waters)

OFM Anion-BT (Waters)
*kkkkkkkkkkkkkkk

TTAB? 0,5 mmol/L

*kkkkkkkkkkkkkkk

PDDAC?

kkkkkkkkkkkkkkkk

Fluoresceina (10" mol/L)

Co-EOF NSM stacking

? Trimethyltetradecylammonium bromide
3 poly(diallydimethylammoniumchloride)

5,6
7,8

7,7

3-13
6,5

5,6
6,5
9,4

11
10

9,28
11,2
9,3

10

6,5
9,28

10

Voltagem
aplicada (kV)
20/30

20

-30

15

7?7777

+20

Espécies separadas(*)

As®, DMA, MMA, As’,
As®* DMA, As®

As®™, As**, MMA, DMA
Tio e oxotioarsenatos

As®*, APAO, PAO, DMA, DPAA,
APAA, PAA, MMA, As®™, PAS.
As®, DMA, MMA, As’*, AsC, ASB.

As®*, DMA, PABA, PAA, As™
As™, MMA, DMA, As**, AsB, AsC.

As™, As**, DMA
As®*, DMA, As*
As®, DMA, MMA, As”"

As™*, MMA, As**, DMA
AsC, AsB, As**, DMA, MMA, As”*

PAO DMA; As¥, p-ASA, NPAA,
PAA, MMA, Roxarsone, As®".

As®, DMA, MMA, As”"

As® DMA, MMA, As®*

As”*, Roxarsone, MMA, PAA, 4-

NPAA, p-ASA, As** DMA;

Tempo
(min)
20/12

12
<25

30
16

2
<20
10

[e2 R8N

20
<10

12
12

<8

Referéncia
(MORIN et al., 1992)
(LI; LI, 1995)

(LIU et al., 1995)

(SCHWEDT; RIECKHOFF,
1996)

(GRESCHONIG et al.,
1998)

(MICHALKE; SCHRAMEL,
1998)

(GIL et al., 1999)

(VAN HOLDERBEKE et al.,
1999)

(NAIDU et al., 2000)

(ZHANG et al., 2001)

(CASIOT et al., 2002)
(KOELLENSPERGER et
al., 2002)

(SUN et al., 2002)

(YIN et al., 2002)
(ZHANG et al., 2002)

(SUN et al., 2003)



Borato + cromato
(12,5 + 10) mmol/L
Fosfato 10 mmol/L

Borato (30 mmol/L)

Fosfato (20 mmol/L)

Tris + SDS°
15 mmol/L cada
Anibnicos primeiro e cationicos
depois
Fosfato (15 mmol/L)

Borato (25 mmol/L) + Metanol
(10% viv)
PDC® (10 mmol/L)

Na:MoO,4 + NaClOg4

10 mmol/L cada
NaH,PO4 + Na,B4O7

(20 + 5) mmol/L
NaH>,PO4 + Na,B4O7

(20 + 5) mmol/L

# Continuacéo da Tabela 3.2

CTAB* (0,5 mmol/L)
TTAB 0,35 mmol/L

*kkkkkkkkkkkkkkk
Kkkkkkkkkkkkkkhkkk
kkkkkkkkkkkkkhkkk
*kkkkkkkkkkkkhkkk
Kkkkkkkkkkkkkkhkkk

kkkkkkkkkkkkkhkkk
Kkkkkkkkkkkkkkhkkk

*kkkkkkkkkkkhkkk
kkkkkkkkkkkkkhkkk

Kkkkkkkkkkkkkkkkk

* n-hexadecyltrimethylammonium bromide

®> Sodium dodecy! sulfate
® 2,6-Pyridinedicarboxylic acid

9,4
9,0
9,3

57

9,0

3,2—
12,1

10,6

9,2
10,3
3.0

6,5

6,25

+15/30

+22

-16

+25

As™, As** MMA, DMA.
As®, DMA, As**

As

As®, DMA, 3-AHPAA, 4-HPAA, o-

ASA, MMA, 3-NHPAA, As®*

AsB, As®*, AsC, DMA, MMA, As>*

As”, MMA, As®*, DMA
TMA+, AsC, TMAO, AsB

As3+; DMA; PAA; MMA; roxarsone;

As®
AsB, As®* DMA, As®

As™, MMA, DMA, As*
As®, MMA, DMA

As™, MMA, DMA, As®*: e As®,
DMA, MMA, As®*

As**, DMA, p-As, MMA, As®,

AsC, AsB, As®*, DMA, pAs, MMA,

<15

25
15/20

12

6 (cada
corrida)

25

7
10
16

10

<12
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(WU; HO, 2004)
(AKTER et al., 2005)
(FORTE et al., 2005)

(ROSAL et al., 2005)
(YEH; JIANG, 2005)
(KITAGAWA et al., 2006)
(JAAFAR et al., 2007)

(MEERMANN et al., 2008)

(JAAFAR et al., 2009)
(KOSHCHEEVA et al.,
2009)

(YANG et al., 2009)

(YANG et al., 2009)
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3.3.1 Sistema de eletroforese capilar

Um sistema de eletroforese capilar, mostrado na Figura 3.1, foi projetado
econstruido no laboratério empregando uma fonte de alta tenséo, capilares de silica
fundida de 75 pum de didametro interno e fios de platina de 0,3 mm de espessura. O
sistema de injecdo de amostras desenvolvido nesta pesquisa apresenta algumas
modificagcdes com respeito ao descrito anteriormente (LAVORANTE et al., 2004). As
modificagdes realizadas visaram conferir maior robustez, facilidade de manejo e
reducdo dos volumes de solugbes. Em primeiro lugar foi construida uma estrutura
em acrilico constituida por uma base plana, perpendiculares ao plano desta base
foram inseridas duas hastes quadradas que serviram de guia a estrutura que suporta
0os componentes do sistema de eletroforese capilar. Esta estrutura consiste huma
vareta retangular com dois orificios quadrados, para inser¢do das hastes ja
mencionadas e que, permite ajustar a posicéo vertical da vareta sem incorrer em
variagdes de altura entre ambos extremos da mesma. Esta vareta possui ademais
ao longo de seu cumprimento, uma caneleta a modo de guia corredica para encaixe
do sistema injetor, a direita da figura, e o sistema coletor, a esquerda. Este sistema
de encaixe permite o ajuste da distancia entre ambos os recipientes, isto possibilita o
emprego de capilares com diferentes cumprimentos, alem de permitir a fécil
substituicdo de quaisquer dos componentes, por exemplo, quando se realiza o
acoplamento da eletroforese capilar com sistemas de deteccdo pdés-coluna, o
dispositivo do recipiente coletor se substitui pela estrutura para fixacdo das

respectivas interfaces.
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Figura 3.1 — Sistema de eletroforese capilar. Foto do sistema de eletroforese capilar
projetado no Laboratério de Quimica Analitica do CENA. 1. Base, 2. Hastes,
3. Vareta, 4. Injetor, 5. Unidade controladora de gas, 6. Valvulas solendide, 7.
Circuito eletrbnico, 8. Detector UV/Visivel, 9. Recipiente coletor, 10. Fonte de
alta voltagem.

O sistema de injecdo hidrodindmico foi também modificado para conseguir
uma melhor precisdo nas injeces realizadas, em primeiro lugar se construiu um
injetor empregando-se um tubo recipiente de menor volume, tubo Eppendorf® de 200
pL. Para a injecdo hidrodindmica foi construido um sistema temporizador com duas
valvulas solendide, conectadas em serie entre uma unidade controladora de gas e o
dispositivo injetor. Os tempos de abertura das valvulas foram controlados por um
circuito eletrénico esquematizado na Figura 3.2, onde o botdo S permite a abertura
das valvulas solenodide sem controle de tempo e o botdo PBS permite um controle

temporizado de abertura das mesmas.
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Figura 3.2 — Circuito eletrbnico temporizador. Esquema do circuito eletrénico desenvolvido
para controle automatico do tempo de injecdo de amostras no injetor
hidrodindmico. V1 e V2 = valvulas solendides de trés vias; PBS = botdo de
pulso (trigger); Tr = transistor BC547; D1, D2 e D3 = diodos 1N4007; S =
Botao de liga e desliga. O circuito eletrbnico contendo um circuito integrado
temporizador, 555 IC, atua como controlador dos tempos de acionamento de
V1 e V2. (Desenvolvido por Sivanildo S. Borges (PQ).

O controle do tempo de injecdo depende do circuito integrado IC555 e, do
valor ajustado no resistor variavel de 20 kQ, segundo especificagdes do fabricante.

Os tempos controlados por este circuito integrado se regem pela formula a seguir,

T=R (Q)/ 1,1 C (F)
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onde T é o tempo em que a valvula ficara aberta, R o valor ajustado no
resistor variavel, para atingir o tempo de abertura desejado, e C a capacitancia em
faraday do capacitor ligado ao resistor variavel (1000 uF).

As valvulas solendides utilizadas para a construcdo do injetor hidrodindmico
suportam pressdes de até 200 kPa e foram dispostas em sequéncia, a modo de
barreira dupla com a finalidade de evitar vazamentos do gas para o recipiente do

eletrélito durante a separacgéo eletroforética.

3.3.2 Efeito da variagcao do pH e da ddp aplicada em eletroforese capilar

Para estudar a influéncia da variacdo do pH na solucdo eletrolitica foram
preparadas solucbes de fosfato monobasico e dibasico de sédio em diferentes
propor¢des, posteriormente foi medido o pH das solucdes resultantes de cada uma
das misturas. Estas solucdes foram empregadas como tampdao eletroforético e, foi
observada a corrente elétrica resultante para cada solucdo empregada quando
aplicada uma diferenca de potencial. A corrente elétrica gerada durante uma
separacao eletroforética tem incidéncia direta na eficiéncia de separacao, correntes
elétricas muito elevadas provocam aquecimento da solucdo eletrolitica, induzindo
gradientes de temperatura no interior do capilar (MORIN et al., 1992). Na Figura 3.3
se apresenta a variacdo da corrente elétrica observada quando aplicadas voltagens

de 10 kV e 20 kV em solucg@es eletroliticas com diferente pH.
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Figura 3.3 — Influéncia do pH e da ddp aplicada. Variagdo da corrente elétrica observada
com relacdo aos diferentes pH da solugao eletrolitica e a voltagem aplicada.

Como podemos observar, o aumento da corrente elétrica medida ndo mantém
uma linearidade ao longo do experimento. Esta falta de linearidade se observa
principalmente quando se atingem correntes elétricas mais elevadas e, esta
relacionada ao aumento da temperatura no interior do capilar eletroforético, o qual
provoca variacdes nas propriedades fisico-quimicas da solucao eletrolitica.

Visando um posterior acoplamento da eletroforese capilar com o
espectrometro de massas com fonte de plasma, todos os procedimentos descritos
nestes dois itens se realizaram empregando HNO3; em concentracdo 0,5 mol/L no
recipiente coletor, com o intuito de evadir as interferéncias provocadas pelo ion

“OAr®>Cl no canal de leitura m/z 75 quando empregamos HCI como solucéo auxiliar.
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3.3.4 Acoplamento do sistema de eletroforese capilar com ICP-MS

Os estudos realizados por Olesik e colaboradores sobre a influéncia do
volume de soluc¢do introduzido no plasma em espectrémetros de emissao 6tica ou de
massas com fonte de plasma ICP OES e ICP-MS, empregando vazdes de solucgdes
de amostras da ordem de pl/min, comprovando a eficiéncia da nebulizacdo tanto na
formacéo do aerossol como no transporte e nos mecanismos de atomizacdo, mesmo
quando empregados volumes da ordem de nl, tiveram vital relevancia no
desenvolvimento de acoplamentos de eletroforese capilar com espectrometros
atbmicos com fonte de plasma ICP (OLESIK; FISTER, 1991; OLESIK; HOBBS,
1994). Tais estudos levaram a estes autores a publicar em 1995 um trabalho
pioneiro no campo da especiacdo, acoplando eletroforese capilar com um
espectrometro de massas com fonte de plasma CE-ICP-MS, para estudar a
separacdo de espécies de Cr, As, Sr e Sn (OLESIK et al.,, 1995). A interface
empregada para o acoplamento consistia em um nebulizador concentrico em cujo
canal interno se inseriu, até a ponta, o capilar eletroforético. O segmento final do
capilar eletroforético inserido no canal interno do nebulizador, aproximadamente 4 a
5 cm, foi recoberto externamente com tinta de prata. Esto possibilitou a conexao
elétrica para garantir o aterramento, e foi possivel com esta configuracdo introduzir
um pequeno volume de amostra no espectrémetro conseguindose um volume morto
muito pequeno. Um ano mais tarde, Kinzer e colaboradores apresentam a primeira
interface que permite a introducdo en forma continua de uma solucao eletrolitica
auxiliar (KINZER et al., 1996). Nesta mesma linha de pesquisa, ao estudar a
eficiéncia do acoplamento com o nebulizador DIN (Direct Injection Nebulizer), Liu e
colaboradores propdem a utilizagao de uma peca em forma de “T” na interface CE-

ICP (LIU et al., 1995). A partir de entdo surgem diversas pesquisas abordando
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estudos sobre a eficiéncia de diferentes nebulizadores empregados na interface CE-
ICP para estudos de especiacdo (LU et al., 1994; 1995; LU; BARNES, 1996; MEI et
al., 1997; KIRLEW et al., 1998; MAJIDI; MILLER-IHLI, 1998a; 1998b; ACKLEY et al.,
2000; DAY et al.,, 2000). A separacdo e deteccdo de seis espécies de arsénio
empregando eletroforese capilar acoplada a espetrometro de massas com fonte de
plasma CE-ICP-MS foi reportado por (MICHALKE; SCHRAMEL, 1998), conseguindo
limites de deteccdo de 15 pg/l para As(lll), MMA, DMA e As(V), e 65 g/l para
arsenobetaina e arsenocolina. Um ano mais tarde, empregando também o
acoplamento CE-ICP-MS, (VAN HOLDERBEKE et al., 1999) conseguem a
separagdo das mesmas seis espécies atingindo-se limites de detecgéo de 1-2 ugl/l.
Para o acoplamento do sistema de eletroforese capilar “caseiro” montado no
nosso laboratério com o espectrdmetro de massas com fonte de plasma, foi
necessaria a realizacdo de ajuste de novos parametros. A interface para o
acoplamento foi construida empregando uma peca de PEEK em formato “T” que
permite a passagem de lado a lado do capilar eletroforético, além da introducéo de
um fluxo perpendicular de uma solucéo eletrolitica auxiliar que possibilita fechar a
corrente elétrica no interior do capilar, assim como o transporte dos analitos
emergentes no extremo terminal para o nebulizador do espectrémetro de massas.
Como observado na Figura 3.5, pelo lado esquerdo da peca em T se fixa o capilar
de modo a evitar ndo s6 o desplazamento do mesmo como também possiveis
vazamentos das solu¢des que fluem no interior do sistema. Através da entrada
perpendicular ao capilar eletroforético, além do tubo correspondente para a
introducdo da solucéo eletrolitica auxiliar, foi inserido um fio de platina de diametro
igual a 0,3 mm que ficou em contato com esta solucéo e permitiu o aterramento para

conferir estabilidade elétrica ao sistema. No extremo emergente desta peca em T foi



63

fixado também um pequeno tubo de diametro interno levemente superior ao
diametro externo do capilar, com isto se pretendeu possibilitar a passagem de uma
delgada camada de liquido (solucdo eletrolitica auxiliar), suficiente como para
permitir o contato elétrico sem provocar diluicbes muito elevadas dos analitos
emergindo do capilar. Este tubo foi inserido no canal de introducdo de amostras do
nebulizador do espectrometro de massas.

Outro parametro extremamente importante a ser considerado neste tipo de
acoplamentos resulta ser a posicdo do capilar no interior do nebulizador.
Observando a Figura 3.4 poderemos entender alguns aspectos da eficiéncia de
separacdo assim como da sensibilidade de deteccao, relacionados a posicao do
capilar no canal do nebulizador. Os nebulizadores concéntricos, como o
esquematizado nesta figura, apresentam um afunilamento de seu canal de
introducdo de amostras, este canal se inicia com alguns poucos milimetros de
diametro (no extremo de amostragem, a esquerda) para possibilitar a insercdo de
tubos de amostragem, o mesmo se afunila na parte média do nebulizador, até atingir
fracbes de milimetro, inclusive uns poucos micrémetros, dependendo da vazao de
nebulizacdo nominal de cada tipo, mantendo este diametro até o final para
possibilitar o efeito Venturi no extremo de nebulizacdo. Deste modo, o extremo
terminal do capilar eletroforético ndo deve ficar muito longe do afunilamento, como
se mostra na Figura 3.4a uma vez que o volume da solucdo auxiliar arredor do
capilar sera diametralmente superior ao volume interno do mesmo, isto somado aos
escassos hanolitros de amostra injetados no capilar, provocariam uma diluicdo muito
elevada dos analitos, comprometendo a sensibilidade na deteccdo. Entretanto, se
considerarmos que, devido ao bombeamento da solucdo auxiliar se tera a partir

deste ponto um fluxo do tipo pressurizado, se a distancia entre o extremo terminal do
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capilar e o ponto de nebulizacdo for muito grande, ocorrerd juncdo ou mistura das
espécies com menor separacao entre si. Por outro lado, quando posicionamos o
capilar tdo perto do afunilamento quanto possivel, como observado na Figura 3.4b,
se deve considerar que a vazdo da solucdo auxiliar tem que suprir a vazao de
aspiracao do nebulizador, evitando-se assim a aspiracédo da solucéo pelo interior do
capilar. Esta vazao, por outro lado, ndo pode ser maior do que a de aspiracdo do
nebulizador, de forma a garantir nebulizacdo eficiente. O retorno da solucdo no
sentido do capilar depende da vazéo da solucao auxiliar e do posicionamento do
capilar no canal interno do nebulizador. A pressdo para o capilar impede a

separacado como assim também a saida dos analitos do capilar eletroforético.

\/

Figura 3.4 — Interface CE-ICP. Interface para o acoplamento da eletroforese capilar com
espectrémetros de massas o0 de emissédo 6tica com fonte de plasma (CE-
ICP). a y b mostram duas posicdes distintas do extremo do capilar no
interior do canal de amostragem do nebulizador.

O procedimento para verificar que estes fendmenos mencionados nao estao

ocorrendo consiste no controle da variagdo de corrente e a formagao de gotas na
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ponta de injecdo da amostra no capilar. Se ao aplicarmos a voltagem estabelecida
para a separacdo eletroforética observarmos instabilidade ou falta de corrente
elétrica significara, ou que pode estar ocorrendo aspiracao hidrodinamica da solucao
no interior do capilar, ou a presenca de bolhas de ar. Neste trabalho foi utilizado um
nebulizador microconcéntrico de alta eficiéncia (HEN) com vaz&do nominal de 100
pL/min.

Os parametros para a separacdo das espécies de arsénio no sistema CE-

ICP-MS se apresentam na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Condi¢cbes operacionais do acoplamento CE-ICP-MS para a obtencé&o
dos eletroferogramas apresentados nas Figuras 3.6 e 3.7
respectivamente.

Parametros empregados no sistema CE-ICP-MS

Capilar 75 mm d.i. 60 cm

Tampao Fosfato 20 mmol/L; TTAB 1,5 mmol/L; pH 9
Eletroélito auxiliar HNO3 0,5 mol/L
Temperatura Temp. do laboratorio 20°C
Injecdo das amostras 5s; 25 kpa

Voltagem aplicada -15 kv

Corrente observada ~35 pA

Poténcia do plasma 1,3 kKW

Gas auxiliar 0,5 L/min

Gas de refrigeragéo 12 L/min

Nebulizagéo® 100 pL/min

(*) ver texto abaixo

O bombeamento da solucdo eletrolitica auxiliar na interfase CE-ICP foi
realizado através de uma bomba de seringa e, a vazdo de bomeamento foi de 100

uL/min, vazdo nominal do nebulizador empregado. Segundo recomendac¢des do
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fabricante, para atingir a vazdo nominal do nebulizador microconcéntrico de alta
eficiéncia deve ser empregada uma pressdo do gas de nebulizacdo de
aproximadamente 100 Ibf/pol?, para conseguir esta pressdo se utilizou uma fonte
externa de gas argénio, um cilindro de 3 m®, de qualidade analitica, equipado com
um mandmetro capaz de medir esta pressdo com a precisado requerida. A melhor
relacdo sinal/ruido foi conseguida quando empregamos 114 Ibf/pol2, assim sendo,
todas as separacdes eletroforéticas empregando o sistema CE-ICP-MS foram

realizadas empregando esta pressdo do gas de nebulizacéo.

3.3.5 Acoplamento da eletroforese capilar com o ICP-MS e geracéo de hidretos

na interface

A geragcdo de hidretos tém sido uma das técnicas mais utilizada para a
introducdo de espécies gasosas no ICP a partir de amostras liquidas. Espécies
volateis de As, Se, Sb, Bi e outros elementos sao formados por reducdo quimica
com borohidreto de sbédio ou potassio em meio acido com excelente eficiéncia
(HOWARD, 1997). Esta técnica tem sido talvez o principal método de derivatizacao
de amostras na determinagéo de espécies inorganicas de arsénio (HOLAK, 1969).

Desenvolvida inicialmente como método para absorcao atdmica (AAS), onde
o borohidreto (lll) de sédio ou potassio (NaBH, ou KBH,) dissolvido em solucoes
diluidas de hidroxido de sédio é utilizado como reagente redutor para produzir arsina
em méio acido (Hung, Nekrassova et al., 2004).

O acoplamento da geracdo de hidretos em linha com detectores atdbmicos
AAS (espectrometria de absorcdo atdmica), AFS (espectrometria por fluorescéncia
atdmica) ICP OES (emissdo atbmica com plasma) e ICP-MS (espectrometria de

massas com plasma), incrementa a sensibilidade da analise, e reduz possiveis
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efeitos de matriz, (KARTHIKEYAN; HIRATA, 2003). A principal vantagem desta
técnica acoplada ao ICP é que ndo ha necessidade do emprego de nebulizadores,
utilizando, a fase gasosa, separada da fase liqguidda num dispositivo de separacao
de fases € transportada com maior eficiéncia para o plasma.

O primeiro acoplamento da eletroforese capilar com deteccdo por
espectrometria de massas com fonte de plasma e derivatizacdo para a geracao de
hidretos volateis na interface CE-HG-ICP-MS, foi descrito em 1997 por Magnuson e
colaboradores, estes autores reportam a separacao de espécies de arsénio em um
tempo inferior a 15 minutos e, em um segundo trabalho reportam a separacao de
espécies de arsénio e selénio em 16 min (MAGNUSON et al.,, 1997a; 1997b).
Nesses trabalhos a separacdo de fases foi realizada empregando uma membrana
tubular de PTFE expandido de alta densidade, entretanto os hidretos sé&o
transferidos devido a pressao gerada pela reac&o no interior do sistema. Para evitar
pressdo sobre o capilar eletroforético foi utilizando uma mini bomba isolando o
sistema eletroforético do sistema HG-ICP. Mais tarde, Richardson e colaboradores
reportam um sistema de tubos concéntricos para a introducdo da solucdo auxiliar e
dos reagentes HCl e NaBH,4 para a reacdo de geracdo dos hidretos. A pressao
gerada no interior do sistema contornou-se mediante o controle da vazédo e
concentracdo do acido e do redutor e, a separacao de fases se realizou em uma
camara ciclonica refrigerada (RICHARDSON et al., 2004). Suarez e Giné (2005),
reportam a separacao de espécies inorganicas de arsénio utilizando como camara
de separacdo de fases o corpo de uma seringa de plastico de 10 mL, em cuja base
foram inseridos dois tubos, para entrada do borohidreto de sédio e extracdo do
residuo liquido gerado; o acido, que serviu também como solucao eletrolitica auxiliar

foi introduzido mediante uma peca em formato T num tubo concéntrico com o
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extremo terminal do capilar eletroforético. A solucdo acida contendo as espécies
separadas goteja livremente desde uma altura fixa e a reacdo ocorre ao entrarem as
gotas em contato com a solucéo redutora no interior da camara de separacao.

Uma vez que a sensibilidade da deteccédo por CE-UV é muito baixa para as
necessidades analiticas deste trabalho e, recordando que o arsénio € um elemento
quimico encontrado em niveis de tracos em amostras bioldgicas e ambientais, apés
a avaliacdo dos parametros para as separacoes eletroforéticas, se procedeu ao
acoplamento deste novo sistema de eletroforese capilar com o espectrometro de
massas com fonte de plasma, mediante derivatizacdo para a geracao dos hidretos
volateis de arsénio na interface. Esta interface foi construida baseada na interface
apresentada anteriormente (SUAREZ; GINE, 2005), esquematizada na Figura 3.5.
Neste sistema ndo ocorre pressao contra o capilar porque este encontra-se recuado
dentro de um tubo e a conexdo direta da camara com a tocha facilita o transporte
dos gases, 0 que aumenta a eficiéncia de conducao dos hidretos para perto de 10%.
A renovacao das solu¢cdes na base da camara foi ajustada de forma a evitar efeitos

de memoria entre as espécies.
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Figura 3.5 — Camara de separacao de fases. Interface para o acoplamento de sistemas de
eletroforese capilar ou cromatografia liquida projetado e confeccionado no
laboratério de Quimica Analitica do CENA/USP

Neste acoplamento, o gas de nebulizacdo foi empregado para o transporte
dos analitos gasosos gerados na reacdo de geracdo de hidretos, um tubo que em
condicbes normais de operacdo se conecta ao nebulizador, foi adaptado na lateral
da seringa utilizada como camara de separacdo, como se mostra na Figura 3.5. A
otimizacdo da vazdo deste gas esta relacionada com a limpeza da camara de
separacao para evitar que os analitos separados no capilar eletroforético se juntem
nesta camara comprometendo desta maneira a eficiéncia da analise.

Os parametros otimizados para o emprego desta interface no acoplamento

CE-HG-ICP-MS séo detalhados na Tabela 3.4 a seguir.
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Tabela 3.4 — Parametros empregados para o acoplamento CE-HG-ICP-MS para
separacdo das espécies de arsénio em amostras de urina e
camaréo.

Parametros empregados no sistema CE-HG-ICP-MS

Capilar 75 mm d.i.
Tampao

Eletrdlito auxiliar
Borohidreto de sodio
Temperatura
Injecdo das amostras
Voltagem aplicada
Corrente observada
Poténcia do plasma
Gés auxiliar

Gas de refrigeragéo
Nebulizagéo™®

40 cm

Fosfato 10 mmol/L; TTAB 0,35 mmol/L; pH 10
HNO; 0,5 mol/L (1 mL/min)

1% em 0,1% NaOH (0,5 mL/min)
Temp. do laboratério 20°C

5s; 25 kpa

-15 kV

~60 pA

1,3 kW

0,5 L/min

12 L/min

0,6 L/min

(*) limpeza da caAmara de separagéo de fases.

3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Determinacdo de espécies de arsénio pelo sistema acoplado CE-

ICP-MS

Ap6s a otimizagdo dos parametros incumbidos na interface CE-ICP se
realizaram determinagdes em amostras de camar&o. Na Figura 3.6 se apresenta um
eletroferograma de um extrato de camarao seco, como podemos observar ocorreu o

aparecimento de um Unico pico correspondente a arsenobetaina AsB.
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Figura 3.6 — Eletroferograma de um extrato de camardo seco, extraido em banho de ultra-
som empregando-se agua como solvente. Se observa o pico correspondente
a arsenobetaina além de outros trés picos nao identificados (?).

No mesmo eletroferograma se observam outras trés possiveis espécies nao
identificadas, marcadas pelos signos de interrogagéao.

Na seqiiéncia se procedeu a adicionar na solu¢cdo da amostra concentragdes
conhecidas de arsenito, arsenato, monometil e dimetilarsénio ao extrato, observa-se
na Figura 3.7 a separagdo das 5 espécies de arsénio num tempo de 11 minutos, a
intensidade do sinal para arsenobetaina foi diminuido devido a diluicdo sofrida na

mistura das solugoes.
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Figura 3.7 - Separacéo de espécies de arsénio em amostra de camarado extraida por ultra-
som com &gua como solvente. Adicdo de As®*, MMA, DMA e As®*, em
concentracdo 100 pg/L cada expressados como molécula. (As°*: 52,6 %As;
MMA: 53,5% As; DMA: 54,3% As; As>": 59,5% As).

Como observado nesta figura, a recuperacdo de DMA foi inferior a

recuperacao das outras espécies, possivelmente devido a efeitos de matriz. Outros

autores tém relatado discrepancias na extracdo aquosa assistida por ultra-som de

DMA em amostras biolégicas (WAHLEN et al., 2004). Entretanto, a utilizacdo do

nebulizador de alta eficiéncia

combinado com o ICP-SFMS conferiu a este

acoplamento proposto apresentou maior sensibilidade que outros sistemas

propostos anteriormente (CASIOT et al., 2002) e comparavel com os resultados

apresentados por Yang e colaboradores (YANG et al., 2009).
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3.4.2 Determinacdo de espécies de arsénio pelo sistema acoplado CE-

HG-ICP-MS

Com a finalidade de conseguir maior sensibilidade na deteccdo das espécies
de arsénio separadas por eletroforese capilar se empregou o sistema CE-HG-ICP-
MS descrito no item 3.3.5. O eletroferograma apresentado na Figura 3.8
corresponde a separacao de quatro espécies de arsénio em solugbes padrao em

concentracéo 50 pg/L, como arsénio de: As®>*, MMA, DMA, e As*".

4.50x10° -

3+

ASS+ As
3.00x10°
MMA DMA

cps

1.50x10°

0.00

t (min)

Figura 3.8 — Eletroferograma de quatro espécies de arsénio separadas por eletroforese
capilar com geracdo de hidretos na interface e deteccdo por
espectrometria de massas com fonte de plasma. CE-HG-ICP-MS.

Este acoplamento CE-HG-ICP-MS foi empregado também para determinar
espécies de arsénio em amostras de urina contaminadas com quatro espécies de
arsénio, arsenito, arsenato, mono e dimetilarsénio. Um eletroferograma

correspondente a estas amostras se apresenta na Figura 3.9. Podemos observar
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que os eletroferogramas das amostras diferem levemente dos eletroferogramas
obtidos com as solugdes testemunha, isto demonstra a incidéncia muito forte dos

efeitos de matriz.
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Figura 3.9 — Eletroferograma de espécies de arsénio em uma amostra de urina
contaminada, empregando eletroforese capilar com geracao de hidretos na
interface com deteccéo por ICP-SFMS.

O emprego de um eletrdlito diferente e um capilar de cumprimento menor que
o0 empregado no acoplamento CE-ICP, permitiu melhorar o tempo total da andlise,
contornando um possivel maior tempo resultante da derivatizagdo para geracdo de
hidretos na interface. Os resultados obtidos, tanto para as solu¢gbes padrdo como par
as amostras de urina contaminada, apresentaram maior sensibilidade e resolucao
dos picos que resultados descritos anteriormente para amostras de agua de torneira
e de rio adicionadas com as mesmas espécies estudadas neste trabalho

(MAGNUSON et al., 1997a; RICHARDSON et al., 2004).
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3.5 Conclusodes

Os sistemas acoplados CE-ICP e CE-HG-ICP empregados neste trabalho séo
uma ferramenta acessivel e robusta para analise de especiacdo. As analises
empregando os sistemas descritos sao realizadas em tempos relativamente curtos.

Estes sistemas devem ser otimizados para cada caso e, procedimentos
analiticos como adicdo de padrdao e testes de recuperacdo sdo altamente

recomendados, uma vez que apresentam alta sensibilidade a efeitos de matriz.
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4 Especiacdo de As por Cromatografia Ligquida Acoplada a
Espectrometria de Fluorescéncia Atémica
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Resumo

Neste capitulo se apresentam os fundamentos para a separacdo e detec¢ao
das espécies de arsénio em amostras de camardo empregando cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Proporciona-se ademais a avaliacdo dos parametros para a
otimizacao de um sistema acoplado LC-HG-AFS. O sistema LC-HG-AFS foi montado
empregando uma coluna de troca anibnica Hamilton PRP-X-100, uma bomba
isocratica de cromatografia liquida, uma valvula solendide de trés vias para a troca
dos eluentes, uma bomba peristaltica para bombeamento dos reagentes inseridos
pos-coluna e o espectrémetro de fluorescéncia atbmica com sua respectiva camara
de geracéo de hidretos.

Visando a reducdo do volume de residuos liquidos nocivos para o meio
ambiente, gerados durante as pesquisas, foi implementado de um fluxo adicional de
hidrogénio para a manutencdo da chama do espectrébmetro de fluorescéncia. Para
tal fim foi utilizado um rotametro adicional com escala adequada para a mensuracao

das vaz0bes de hidrogénio empregadas.
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Abstract

Fundamentals for arsenic speciation in shrimp samples by liquid
chromatography are presented in this chapter. The evaluation of parameters for the
optimization of coupling system LC-HG-AFS are also offered. This system was
ensemble by using an anion exchange column (Hamilton PRP-X-100), an isocratic
chromatography pump, a three way solenoid valve and the atomic fluorescence
spectrometer.

In order to avoid unnecessary large amounts of waste solutions generated
during this research, an additional hydrogen flow was introduced into the HG-AFS
system for flame upholding. For that an additional rotameter was adapted to the

system.
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4.1 Introducgéao

7

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo, baseada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura devido a diferentes
interacBes entre a fase movel e a fase estacionaria, imisciveis entre si (DEGANI et
al., 1998). Diversas forcas fisicas e quimicas atuam entre 0s componentes da
amostra e as duas fases, as quais determinam a separacdo e resolucdo das
espécies, assim a separacdo pode ser considerada como resultado da distribuicdo
destas espécies entre as duas fases (FALLON et al., 1987). A cromatografia liquida
de alta eficiéncia CLAE ou HPLC (do inglés High Performance Liquid Chromatografy)
tornou-se possivel devido a tecnologias capazes de empacotar dentro de colunas
altamente resistentes, particulas da ordem de 4 a 10 pm. Isto aumentou
consideravelmente a superficie de contato entre a fase movel e a fase estacionaria,
melhorando-se assim a eficiéncia de separacdo. Entretanto para possibilitar a
passagem da fase movel através do empacotamento na coluna, de baixa
permeabilidade, se necessitaram bombas capazes de bombear a elevadas pressoes
uma vazao continua sem pulsacdo, dai que o primeiro nome dado a esta técnica
fosse cromatografia liquida de alta pressdo (DEGANI et al., 1998).

A cromatografia de intercambio ibnico tem seu fundamento nas interagdes
entre as cargas das moléculas presentes na amostra e as cargas imobilizadas na
fase estacionaria. Esta técnica se subdivide em intercambio aniénico e intercambio
catibnico dependendo de que as cargas imobilizadas na fase estacionaria sejam
positivas ou negativas respectivamente.

Uma das colunas cromatograficas mais utilizadas em cromatografia liquida

para separacdo de espécies de arsénio, em diversos tipos de amostras, € a coluna
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de troca anibnica Hamilton PRP-X100. Esta coluna foi empregada em diversos
trabalhos nos quais realizou-se o acoplamento em linha da cromatografia liquida
com diferentes sistemas de deteccdo tais como: espectrometria de massas com
fonte de plasma (IC-ICP-MS) para determinacdo de As(lll), As(V), MMA e DMA em
amostras biologicas (THOMAS; SNIATECKI, 1995), determinacdo de espécies de
arsénio em algas comestiveis (VAN HULLE et al., 2002); para determinacdo de
espécies de arsénio acumuladas em la de carneiros expostos a arsenuacucares
(RAAB et al.,, 2002); com geracdo de hidretos em linha e deteccdo por
espectrometria de absorcao atdbmica (IC-HG-AAS) para especiacao de As(lll), MMA,
DMA, arsenobetaina (AsB), arsenocolina (AsC), 6xido de trimetilarsina (TMAO) e ion
trimetilarsénio em amostras de urina humana (Tsalev, Sperling et al., 1998);
acoplada a espectrometria de emissdo atébmica ICP-AES (hoje denominada ICP
OES) para separacao de As(lll), As(V) e DMA (SCHLEGEL et al., 1994), e com a
derivatizacdo poés-coluna para a geracdo dos hidretos (IC-HG-ICP-AES) para a
determinacao especifica de As(lll), As(V), MMA e DMA (GETTAR et al., 2000).
Alguns autores tém acoplado esta coluna em sequéncia com colunas de troca
cationica, SuperCosil LC-SCX visando a separacdo de espécies anibnicas e
cationicas em moluscos (SOROS et al., 2003), Hamilton PRP-X200 para estudos de
estabilidade de espécies de arsénio em raiz (PIZARRO et al., 2003), Alltech
Adsorbosphere SCX 5U para determinacao de espécies de arsénio em materiais de

referéncia (SLEJKOVEC et al., 1999) e deteccao por fluorescéncia atbmica (AFS).
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Reagentes, solucdes e equipamentos

v

Solucgdes estoque de fosfato monobasico (NaH,PO,) e dibasico (Na;HPO,) de
sédio em concentracdo 1 mol/L cada uma. O tampdo de trabalho foi
semanalmente preparado por diluicbes adequadas das solugbes estoque para
alcancar a concentracdo e o pH desejados para o carregador e o eluente
empregado na cromatografia liquida.

Acido fosférico empregado para o ajuste do pH dos tampdes de trabalho,
(Merck, Darmstadt, Alemanha).

Acido cloridrico (HCI), em concentracdo 1,5 mol/L para acidificacdo em linha
das solugbes efluentes da coluna cromatografica, (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

Tetrahidroborato de sodio (NaBH,) para a reacdo de geracdo dos hidretos
volateis necessarios para a deteccao por fluorescéncia atdbmica, (Nuclear,
CAQ Casa da Quimica Ind. e.Com.Ltda., Diadema-SP, Brasil).

Acido nitrico destilado e metanol de qualidade cromatogréafica, (Merck,
Darmstadt, Alemanha), empregados para preparar a solugao utilizada para a
regeneracao da coluna cromatografica segundo instru¢gdes do fabricante.
Coluna de troca anionica Hamilton PRP-X100, com dimensdes iguais a 250
mm de cumprimento e 4,1 mm de didmetro, tamanho de particulas de 10
micrémetros, (Hamilton Company, Reno, Nevada-USA).

Bomba isocratica para cromatografia liquida LC-10AD, (Shimadzu

Corporation, Kyoto-Japao).
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v Injetor manual para cromatografia liquida Rheodyne 7125 com alca de injecéo
de 100 pL marca, (Rheodyne, Systec, Innovadyne Products, Berkeley,
California-USA).

v Valvula solenoide de trés vias NR161T031, (NResearch and Development
Incorporated).

v Rotametro para medicdo do fluxo adicional de hidrogénio com escala
graduada de 10 a 160 mL/min, calibrada para medicéo de argbnio a 25°C e 3
kPa de presséao, (AppliTech Industria e Comércio de Equipamentos Industriais

Ltda., Santana de Parnaiba — SP, Brasil).

v Bomba peristaltica de oito canais marca Ismatec, (Ismatec S.A., Glattbrugg,
Suiza)
v Espectrémetro de fluorescéncia atbmica modelo PSA Excalibur, (PS Analytical

Ltd., Orpington, Kent, Reino Unido).
v Camara de separacdo de fases para geracdo de hidretos, prépria do

espectrometro de fluorescéncia atbmica PSA Excalibur.

Todos os reagentes e solucdes utilizadas para as analises por cromatografia
liguida acoplada ao espectrometro de fluorescéncia foram de grau analitico. As
respectivas diluicbes levaram-se a cabo empregando agua purificada em sistema

Milli-Q com uma resistividade de 18.2 MQ .cm (Millipore, Bedford, MA, USA).

4.2.2 Sistema LC-HG-AFS

Foi montado no laboratério um sistema acoplado LC-HG-AFS utilizando uma

bomba isocratica para cromatografia liquida, coluna de troca aniénica Hamilton PRP-
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X100, e um detector de fluorescéncia atbmica PSA Excalibur para arsénio. Devido a
falta de uma bomba de gradiente, se adaptou na entrada da bomba isocratica uma
valvula solendide de trés vias, a qual permitiu intercambiar as solu¢cdes empregadas
como eluente na separacdo cromatografica através de um controle programavel dos
tempos de abertura e fecho da valvula. Um esquema detalhado do sistema montado

se apresenta na Figura 4.1 a sequir.

Injetor

ArAuxiliar

Temporizador NaBH,

Figura 4.1 — Esquema do sistema LC-HG-AFS montado no laboratério, A e B sdo os
tampbes empregados; V= Valvula solen6ide, BP= Bomba Peristéltica, GL=
Camara de separacdo Gas/Liquido e AFS o detector de fluorescéncia
atébmica.

4.2.3 Volatilizacdo das espécies de arsénio

A volatilizacdo dos elementos quimicos para fins analiticos foi amplamente
utiizada ao longo dos anos pelos quimicos, o conhecido teste de Marsh foi
pioneiramente descrito em 1836 para a identificacdo de arsénio, mais tarde em 1861
Bloxam descreve um método eletrolitico para formacédo de arsina (AsHs) e estibina
(SbH3). Devido as vantagens desta técnica, que permite separar o analito de sua
matriz, 0 emprego da mesma foi explorado para todos os elementos capazes de

formar hidretos volateis. Desde um ponto de vista analitico a geracdo de hidretos
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volateis considera-se como uma reacdo de reducdo do metal ou metaldide a ser
analisado, onde o redutor quimico, geralmente zinco metalico ou borohidreto de
sodio (LABORDA et al., 2002).

Véarias publicacbes cientificas héo sido reportadas ao longo dos anos
abordando diversas hipoteses sobre os mecanismos implicados nas reacfes de
formacdo dos respectivos hidretos. Neste sentido, Pergantis e colaboradores
apresentaram um estudo dos mecanismos de reacdo na geracdo de hidretos de
arsénio, empregando reagentes marcados com deutério e analise por espectrometria
de massas (PERGANTIS et al.,, 1997). No mesmo ano, Howard apresentou uma
visdo do emprego da geracdo de hidretos em analise de elementos tracos
(HOWARD, 1997).

Além do arsénio, outros elementos quimicos como antimdnio, bismuto,
germanio, chumbo, selénio, teldrio, estanho e vanadio sdo elementos formadores de
hidretos volateis (LABORDA et al., 2002). A geracao de hidretos de cadmio e zinco
também foi descrita para deteccdo por espectrdmetros de fluorescéncia atdbmica
(SUN et al.,, 2002; LI et al., 2004). Mais recentemente D’Ulivo e colaboradores
publicam um estudo sobre os mecanismos de reacdo implicados na formacédo de
hidretos volateis de bismuto, antimdnio, arsénio, germanio, estanho e selénio
empregando compostos deuterados e espectrometria de massas (D'ULIVO et al.,
2005). Esse mesmo ano foi publicada uma revisdo criteriosa e completa sobre os
mecanismos de geracao de hidretos e a atomizacdo em espectrometria de absor¢cao
atdbmica (AAS) (KUMAR; RIYAZUDDIN, 2005).

Devido aos excelentes limites de deteccdo atingidos quando se aplica a
técnica de geracao de hidretos volateis, especialmente quando acoplada a métodos

de atomizacdo como, por exemplo, tubos de quartzo aquecido, espectrometros de
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absorcdo atomica, de fluorescéncia atbmica ou de emissdo Otica com fonte de
plasma, esta técnica é amplamente empregada para determinacédo de elementos em
uma extensa diversidade de matrizes tais como amostras ambientais, biolégicas ou
alheacdes metalicas (CAMPBELL, 1992; LABORDA et al., 2002).

A técnica mais comumente utilizada para a volatilizacdo das espécies de
arsénio € a reacdo com borohidreto de sodio (NaBH4;) em meio acido, geralmente
acido cloridrico (HCI). O primeiro trabalho encontrado nos sitios de busca cientifica
data de 1960, onde a deteccdo de hidretos de arsénio, selénio, antiménio, bismuto,
teldrio, chumbo e estanho em amostras de carvao mineral foram reportados
empregando-se um tubo de quartzo aquecido (NADKARNI, 1982). Uma vantagem
muito importante desta técnica € que ndo ha necessidade de se utilizar
nebulizadores, a fase gasosa é separada da fase liquida impedindo o arraste dos
sélidos para dentro do plasma, o que provocaria um elevado efeito memoaria e baixa
eficiéncia de ionizacéao.

Embora a condicdo acida para a reacdo de geracdo de hidretos seja mais
comumente proporcionada pelo emprego de &acido cloridrico, as condicbes de
reacao assim como a eficiéncia da geracéo dos hidretos de arsenito As(lll), arsenato
As(V), acidos monometil e dimetilarsénio (MMA e DMA), empregando-se diferentes
acidos organicos e inorganicos foi estudado por Anderson e colaboradores
(ANDERSON et al., 1986). Entretanto, na determinacédo de hidretos de arsénio por
espectrometros de massas com fonte de plasma (ICP-MS), a escolha de outro acido
como &cido tioglicélico ou nitrico € recomendavel devido & interferéncia espectral
ocorrida na massa 75 provocada pelo ion *°Ar**CI* produzido no plasma.

Embora as espécies de arsénio mais comumente conhecidas como

formadoras de hidretos sejam as espécies mais téxicas arsenito, arsenato e 0s
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acidos mono e dimetil arsénio, a faixa de espécies de arsénio capazes de ser
detectadas mediante formacéo de hidretos volateis pode ser ampliada através da
incorporacdo de processos de decomposicdo post-coluna, onde as espécies nao
reativas sdo convertidas em arsenato (AsV) antes da reacdo de volatilizacdo
(DAGNAC et al.,, 1999; GOMEZ-ARIZA et al.,, 2000a). De fato alguns autores
utilizaram a distincdo entre espécies borohidreto reativas e nado reativas, fato este
que levou a proposicdo de aplicar métodos analiticos para determinacdo de
espécies toxicologicamente relevantes em alimentos, baseados na presuncédo de
que estas espécies sao hidreto reativas enquanto outras espécies presentes em
alimentos, principalmente arsenobetaina e arsenoacucares seriam espécies nao
reativas (SCHMEISSER et al.,, 2004). No entanto este ultimo enfoque pode ser
confrontado devido a publicacdo em 2002 da presenca de uma pequena resposta de
arsenoacuUcares a geracdo de hidretos sem o emprego de decomposicéo pos-coluna
(SANCHEZ-RODAS et al., 2002). Este fato foi confirmado mais tarde com o relato da
determinacdo de quatro espécies de arsenoacUcar mediante geracdo de hidretos
pos-coluna e deteccdo por espectrometria de massas com fonte de plasma (ICP-MS)
(SCHMEISSER et al.,, 2004). Entretanto, a identificacdo e quantificacdo de
tioarsenoacucares ((CHs).AsX-acucar-R) onde X pode ser um oxigénio ou sulfeto e
R= OH, PO4, SO3 ou -S04, acido dimetilarsinoil acético DMAA, dimetilarsinoil etanol

DMAE e um analogo sulfidrico do acido dimetilarsenico DMAS (REGMI et al., 2007).

4.2.4 Espectrometria de Fluorescéncia Atomica

O emprego da fluorescéncia atdmica como técnica analitica foi pioneiramente

descrito por Winefordner e colaboradores no ano de 1964, os quais, no mesmo ano
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publicam um artigo descrevendo a determinacdo de zinco, cadmio e mercurio por
espectrometria de fluorescéncia atdmica (WINEFORDNER; STAAB, 1964,
WINEFORDNER; VICKERS, 1964). Até entdo a fluorescéncia atbmica era
empregada para estudo da estrutura eletrénica dos atomos (BROWNER, 1974).

A fluorescéncia atdbmica consiste na excitacdo de atomos por fétons, para
produzir atomos excitados que emitiram uma radiacdo durante um brevissimo
periodo de tempo (nano segundos), quando retornarem ao estado fundamental. A
fonte de excitacdo pode ser uma fonte de linha estreita, onde a meia largura
espectral da radiacdo sera mais estreita do que a linha de absorcdo dos atomos do
analito no atomizador; ou uma fonte continua ou semicontinua, onde a meia largura
espectral da radiacdo de excitacdo e maior do que a linha de absorcédo do analito no
atomizador. A intensidade da fluorescéncia dependera criticamente da intensidade
da fonte de excitacdo, assim como da concentracdo dos analitos presentas nas
amostras estudadas (WINEFORDNER, 1978).

A espectrometria de fluorescéncia atdbmica oferece maior sensibilidade e
limites de deteccdo mais baixos, comparada com a espectrometria de absorgéo
atbmica convencional, principalmente para metais cujas lineas de ressonancia
fundamental recaem abaixo de 320 nm. Um bom enfoque para o uso de
espectrometros de fluorescéncia atbmica € a introducdo de amostras gasosas, que
faz menos critica a escolha do sistema de atomizacdo. Assim a cromatografia
gasosa e a geracao quimica de vapor (CVG) consideram-se 0s sistemas ideais de
introducdo de amostras para AFS. Em geral, se empregam espectrometros de
fluorescéncia atbmica nao dispersivos com fotomultiplicadores sensiveis unicamente
a radiacdo UV (ndo detectam a radiacdo solar), com resposta tipica entre 160 e 320

nm com ou sem o uso de filtros 6ticos que reduzem a faixa espectral empregada.
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Detectores de fluorescéncia atdbmica ndo dispersivos sdo simples e permitem a
deteccdo simultanea de varias lineas do espectro (D'ULIVO et al.,, 2009). Em
espectrometros de fluorescéncia comerciais, como o PS Analytica, a atomizacao se
realiza em uma chama, alimentada pelo hidrogénio proveniente da reacdo de
geracdo dos hidretos com NaBH,; concentrado 1,5-4% m/v, em meio fortemente
acido (geralmente 30% HCI). Para a manutencdo desta chama se requer fluxos
elevados de reagentes, 4,5 mL/mincom a consequente geracao de grandes volumes
de residuos quimicos. Dédina e colaboradores em 1998 desenvolveram o “Miniature
Ar-H, Diffusion Flame” (MDF), que consistia na utilizacdo de uma mistura 70/30 de
argonio e hidrogénio respectivamente, obtendo assim uma chama miniaturizada,
mais estavel e com menor interferéncia que a chama dos atomizadores

convencionais (DEDINA et al., 1998).

4.2.5 Acoplamento da coluna de cromatografia liguida com o Espectrémetro de

Fluorescéncia Atédmica

Com o sistema LC-HG-AFS montado, procedeu-se a realizacdo dos estudos
para a obtencdo da melhor sensibilidade do sistema. Para escolher as vazdes do
acido e do redutor envolvidos na reacdo de geracdo dos hidretos, tomou-se como
parametro o sistema convencional de operacdo do gerador das espécies volateis,
acoplado ao detector de fluorescéncia atbmica, as vazdes do acido e do carregador
de amostras correspondem a duas vezes a vazao do redutor, sendo estas 9 mL/min
para os dois primeiros e 4,5 mL/min para o redutor respectivamente. Levando em
consideracdo que, no sistema convencional estas vazdes sdo imperativas, devido &

necessidade de geracédo de grandes volumes de hidrogénio para a manutencao da
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chama no detector de fluorescéncia atbmica e, uma vez que no NOSSO Sistema
implementou-se um fluxo adicional de hidrogénio para tal fim, as quantidades de
acido e de redutor seriam estritamente necessarias para a geracdo das espécies
volateis. Uma vez que a quantidade de amostra injetada seria da ordem de, no
maximo 100 uL, ndo h& a necessidade de consumir tais volumes de reagentes. Por
tanto, foram escolhidos para o bombeamento do &cido e do redutor, tubos de tygon®
de diametros diametralmente inferiores aos empregados no sistema convencional,
no entanto manteve-se a propor¢cdo 2:1 antes mencionada. Uma vez fixado o
tamanho dos tubos de bombeamento a otimizagao das vazdes empregadas levou-se
a cabo por variacao da frequéncia de rotagdo da bomba peristaltica.

Os estudos de otimizacdo do sistema foram levados a cabo empregando-se
uma solucdo padrdo de concentracdo 30 pg/L de As®*, os seguintes parametros
foram investigados:

v' Vazao do gas hidrogénio implementado para a manutencdo da chama
no espectrometro de fluorescéncia atbmica.

v' Vazao dos reagentes implicados no sistema, HCI, NaBH4 e da bomba
cromatografica.

v" Vazao do gas de arraste (Argonio)

v Implementacéo de um fluxo auxiliar de gas de arraste

v' Combinacao dos parametros de sensibilidade do software de controle
do espectrometro de fluorescéncia atdmica e da sensibilidade do

préprio detector.
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4.3 Resultados e Discusséao
4.3.1 Efeito das vazbes de hidrogénio e argbnio

Com a finalidade de evitar a producdo de grandes volumes de residuos
liquidos, quando se faz necessaria a manutencdo da chama do espectrometro de
fluorescéncia atomica mediante altas vazbes do &acido e do redutor, como
mencionado na secc¢ao 4.2.5, implementou-se um fluxo adicional de hidrogénio. O
controle da vazéo do hidrogénio implementado no sistema se realizou, num primeiro
passo, mediante um dos rotametros proprios do equipamento, 0S quais possuem
graduacdo de 0 a 600 cm*/min, com incremento de escala de 25 em 25 unidades.
Uma vez que a vazao minima requerida para manter acesa a chama no
espectrdometro resultou entre 50 e 75 cm®min, decidiu-se adquirir um rotametro
capaz de mensurar vazdes menores para obter melhor ajuste e visualizacdo da
escala. Adquiriu-se entdo um rotametro com escala de 10 a 160 cm®/min e
incrementos de 10 cm®/min calibrado para argdnio.

A vazdo minima requerida para ligar a chama do espectrometro de
fluorescéncia, empregando o novo rotametro, resultou ser 70 cm®/min. Entretanto,
qguando se introduz na camara de separacdo argdnio como gas auxiliar para um
melhor transporte dos analitos separados para o detector verificou-se a extincdo da
chama por diluicdo do hidrogénio auxiliar. Experimentos subsequientes revelaram
que a vazdo minima de do hidrogénio auxiliar para manter a chama era de 80
cm®min, empregando argénio somente para limpeza da camara de separacéo de
até 1 L/min. Entretanto quando aplicada uma vazao de hidrogénio superior a 100
cm®min, perde-se qualquer sinal devido & saturacdo do detector. Por tanto, a vazao

do hidrogénio auxiliar resulta um parametro critico para a sensibilidade do sistema,
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fato este que ja foi relatado anteriormente (GOMEZ-ARIZA et al., 1998). A vazéao
6tima de trabalho para o gas hidrogénio auxiliar, resultou ser de 90 cm*/min.

De igual modo que o gas hidrogénio implementado, o gas argonio empregado
na camara de separacao para limpeza desta e transporte dos hidretos gerados, joga
um papel importante na sensibilidade do sistema acoplado. Vazdes muito baixas
deste gas provocam um transporte ineficiente dos analitos para o detector,
resultando em picos muito largos e, podendo verificar-se inclusive superposicao
destes picos cromatograficos. Por outro lado, quanto menor o volume de gas
argobnio, maior serd a concentracdo de hidrogénio na chama do espectrémetro e,
como ja mencionamos no item 4.3.1, isto provoca uma saturacdo no detector.
Entretanto, uma vazado muito elevada provoca perda de sensibilidade devido a um
menor tempo de permanéncia dos analitos na chama do espectrometro (fonte de
excitacdo dos atomos), além disto provoca a diluicdo da concentracéo de hidrogénio

levando a extingdo da chama.

4.3.2 Efeito da vazao dos reagentes inseridos pos-coluna

A vazao dos reagentes empregados pos-coluna para as reacdes de geracao
dos hidretos volateis joga também um papel importante na cinética de reacao,
limpeza da camara de separacdo e consequentemente na sensibilidade do sistema.
Uma vez decididas as medidas de tubos de bombeamento e, mantendo-se
aproximadamente a relacdo 2:1 para as vazfes de acido e redutor respectivamente,
mencionados na secdo 4.2.5, procedeu-se a modificacdo das velocidades de
rotacdo da bomba peristaltica entre 20 e 40 rpm (rotacBes por minuto), obtendo-se

vazdes de 0,8 a 1,6 mL/min para o acido e de 0,5 a 1,0 mL/min para o redutor.
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Sob estas condi¢cdes houve uma melhora na intensidade do sinal quando
aumentada a rotacdo da bomba até 25 rpm, mantendo-se significativamente
invariavel na faixa de 25 a 30 rpm, com decréscimo do mesmo acima deste valor.
Esta perda de sensibilidade deve-se provavelmente ao fato de que velocidades de
bombeamento muito elevadas implicam menor tempo de contato dos reagentes com
as espécies emergentes da coluna cromatografica, afetando a cinética da reacéao.
Por outro lado, vazGes muito baixas, resultam em menor tempo de limpeza do
sistema resultando em uma juncdo das espécies separadas na coluna com
superposic¢ao dos picos obtidos no cromatograma.

Entretanto, no estudo da vazao 6tima de trabalho da bomba cromatogréafica
foram testados 1,0 e 1,5 mL/min para a fase movel. Embora hajamos conseguido um
menor tempo de analise quando aplicada a vazédo de 1,5 mL/min, como podemos
observar na Figura 4.2, sob estas condicdbes obteve-se um maior erro na
repetibilidade dos tempos de retencdo das espécies, principalmente para o As™*, o
mais fortemente retido na coluna e, em alguns casos se verificou uma superposi¢cao
dos picos correspondentes a DMA e MMA. A excelente repetibilidade dos tempos de
retencdo para a espécie As>* observada nesta figura se deve & ndo retencdo desta

espécie na coluna cromatografica empregada.
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Figura 4.2 — Cromatograma de quatro espécies de arsénio, em diferentes concentracoes,
guando empregada uma vazado da bomba cromatogréfica igual a 1,5 mL/min.

4.3.3 Efeito das combinacdes de ajuste da sensibilidade do detector

O espectrometro de fluorescéncia atbmica para analise de arsénio PSA
Excalibur possui um resistor variavel graduado na escala de 0 a 10 com subdivises
de 0,1 que permite modificar o ganho do sinal durante as analises visando melhorar
a sensibilidade de deteccdo. Além deste dispositivo, chamado de “ganho fino do
detector”, o software préoprio do equipamento, para ajuste de parametros da analise
como filtros de aquisicdo de dados, curva de calibracdo, identificagdo das amostras,
diluicBes realizadas etc., permite também aumentar a sensibilidade do detector em
1(uma), 10 (dez), 100 (cem) ou 1000 (mil) vezes. Este recurso é chamado de “ganho
grosso” do equipamento e o valor ajustado nele multiplica o valor ajustado no
detector, conseguindo-se assim uma escala de sensibilidade (amplificagcdo do sinal)

de 0,1 a 10000.
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guando aumentamos a sensibilidade do detector

conseguentemente incrementamos também a magnitude do sinal de fundo (ruido do

sinal), com a finalidade de determinar as melhores condicbes para as analises

cromatograficas realizadas durante esta trabalho, se procedeu a verificar a resposta

do detector do espectrometro de fluorescéncia atdmica com diferentes combinacdes

de amplificacédo de sinal. Se levassemos em consideracdo apenas os valores inteiros

de ambos parametros, no minimo teriamos 40 combinacgdes, se fixou um numero

determinado de combinacfes, 0s quais se apresentam na Figura 4.3.
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Figura 4.3 — Sensibilidade do detector de fluorescéncia atdmica. Cromatograma de uma
solucdo padrdo de As* em concentragdo 10 pg/L indicando a variacdo na
relacdo sinal ruido com as diferentes combinacdes de sensibilidade do
detector empregadas, utilizando alga de amostragem de 100 pL.

Como esperado (Figura

4.3),

a

relacéo

sinal/ruido

aumenta

consideravelmente com o aumento da faixa de amplificacdo do espectrémetro de

fluorescéncia, o que permitiria atingir limites de deteccdo da ordem dos ng/L.

Entretanto, também podemos observar uma ligeira instabilidade da linha de base
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para valores de amplificacdo acima de 1000 onde, embora a razao sinal/ruido nédo
se veja afetada, a linha de base forma um desenho de ondas ao longo do
cromatograma. Assim, em caso de aparecer um pico quando a onda estiver no seu
ponto maximo, teriamos perda de sinal por saturacdo do detector. Esta instabilidade
se deve a elevada corrente elétrica induzida no detector quando se aumenta o seu
ganho. Observados estes resultados, se procede a realizar todas as determinacdes
cromatograficas com a combinacao software/detector 100/9 (900 de amplificacao).
Uma vez estabelecidas as melhores condicbes para a determinacdo das
espécies formadoras de hidreto empregando o sistema acoplado LC-HG-AFS, se
procedeu a analise dos extratos de amostras de camardo seco moido e liofilizado,
obtidos por extragcdo em banho de ultra-som empregando agua como solvente.
Como esperado, as amostras de camardo e de tubardo ndo apresentaram
espécies formadoras de hidreto. Entretanto, na Figura 4.4 se mostra um
cromatograma em triplicata da separacdo das quatro espécies de arsénio estudadas,

adicionadas em concentracfes aleatdrias ao extrato de camarao.

120 4
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Figura 4.4 - Triplicata da separacéo de quatro espécies de arsénio, As®*, DMA, MMA e As®*
pelo sistema acoplado LC-HG-AFS, empregando as condigbes de trabalho
apresentadas na Tabela 4.1.
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Na Tabela 4.1 sédo apresentados os parametros operacionais escolhidos para
o funcionamento do sistema LC-HG-AFS, decorrentes dos resultados obtidos nos
estudos prévios. Entanto que na Tabela 4.2 se apresentam o0s tempos de
aparecimento de cada espécie no cromatograma assim como Sseus respectivos

desvios.

Tabela 4.1 — Parametros de operacao do sistema acoplado LC-HG-AFS.

Espectrometro de Fluorescéncia Atdmica

Detector Excalibur PSAnalytical
Comprimento de onda 193,7 nm

Largura de banda 20 nm

Corrente primaria 27,5 mA

Corrente do boost 35,0 mA

Vazdo do H, auxuliar para formar a 90 (400,7 corrigido) mL/min
chama

Geracédo de Hidretos

Solucéo acida HCI 1,5 mol/L (1 mL/min)

Agente redutor NaBH, 1,5% m/v em 0,1 mol/L de NaOH (0,6 mL/min)
Vazéo do Ar da cAmara de separagdo 600 mL/min (na camara de separagao)

Vazao do Ar auxiliar 350 mL/min

Cromatografia Liquida

Coluna Hamilton PRP-X100 (250 x 4,1 mm i.d., particulas de 10
um)

Temperatura da coluna Temperatura do laboratério (23-26°C)

Vazao da fase movel 1 mL/min

Fase movel A 12 mmol/L NaH,PO4/Na,HPO,; pH 6,22

Fase movel B 24 mmol/L NaH,PO4/Na,HPO,; pH 6,22

Sequéncia de Eluicdo 0-5 min A, 5-12 min B, 12-15 min A
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Tabela 4.2 — Tempos de retencdo de cada espécie de arsénio estudada quando
empregada uma vazéao constante de 1 mL/min.

Espécie As®* DMA MMA As>*

T de retengéo (min) 4,898 + 0,012 6,261+0,009 8,035+ 0,038 9,726 + 0,006

Os limites de deteccdo encontrados para as quatro espécies estudadas
empregando este sistema acoplado, considerando 3¢ foi de 2,10 pg/L para As®";
3,82 ng/L para DMA; 2,23 ng/L para MMA e 1,19 pg/L para As’* respectivamente,
expresados em concentracfes de arsénio. Valores uma vez mais um pouco acima
dos valores relatados anteriormente (GOMEZ-ARIZA et al., 1998). Entretanto o
sistema mostrou-se satisfatoriamente robusto e sensivel para as aplicacdes deste

trabalho.

4.4 Conclusdes

O sistema acoplado LC-HG-AFS mostrou-se robusto e sensivel para as
determinacdes de espécies de arsénio. A implementacdo de um fluxo auxiliar de
hidrogénio para a manutengé@o da chama no espectrometro de fluorescéncia atdmica
resultou de vital importancia, ndo s6 na reducdo de volumes de residuo gerados
como também na sensibilidade do sistema devido a forma¢do de uma chama mais
estavel. Em comparacdo com outras técnicas espectrométricas como ICP-MS ou

ICP OES o espectrometro de fluorescéncia atdmica resulta mais barato e facil de



98

manipular. Com tudo, a sensibilidade e os limites de detec¢ao do sistema podem ser

ainda melhorados.



5 Minimizacéo dos Residuos Gerados Durante a Pesquisa
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Resumo

Nesta pesquisa foi utilizado um sistema de analises quimicas com injecao
sequencial para a manipulagéo de micro-volumes de amostras e solu¢cdes padrao de
espécies de arsénio, visando a reducgdo de residuos liquidos contendo arsénio na
especiacao por eletroforese capilar acoplada a um espectrometro de massas com
fonte de plasma. Foi desenvolvido um dispositivo com controle eletrbnico para a
injecdo hidrodindmica de pequenos volumes no capilar eletroforético atingindo-se
precisdbes menores do que 2%. Este sistema foi otimizado para a determinagéo de
cinco (5) espécies de arsénio em urina liofilizada e extratos de camardo empregando

um volume de 50 uL da solugéo das amostras.
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Abstract

Sequential injection analysis is proposed for managing micro-volumes of sample and
arsenic species solutions for speciation analysis by capillary electrophoresis focusing
on the reduction of hazardous waste residues. An electronically controlled
hydrodynamic injector was projected to introduce micro-volumes of solutions
prepared by SIA into the CE capillary with precision better than 2%. The
determination of arsenite, arsenate, monomethylarsonic acid, dimethylarsinic acid,
and arsenobetaine was performed from 50 uL volumes of lyophilized urine and
extract of shrimp with the system hyphenated to inductively coupled plasma mass

spectrometry (CE-ICP-MS).
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5.1 Introducéao

As metodologias analiticas para a especiacdo de arsénio tem sido e,
provavelmente continuaram sendo, profundamente estudadas devido a alta
toxicidade deste elemento. Entretanto o desenvolvimento de metodologias analiticas
implica largas horas de investigacdo e ajustes dos parametros envolvidos na
otimizacdo destas metodologias. Assim sendo, incorre-se indefectivelmente na
producdo de grandes volumes de solucdes de descarte ricas em arsénio. Compete
entdo, a nds pesquisadores, incluir nestes procedimentos, metodologias que visem
minimizar o volume de residuos gerados, tanto durante a otimizacdo dos processos
analiticos como das analises em si.

Dentre as metodologias mais comumente usadas na andlise por especiacao
encontramos a que inclui técnicas de separacdo, como sdo, por exemplo, a
cromatografia liquida e a eletroforese capilar (LC e CE do inglés Liquid
Chromatography e Capillary Electrophoresis respectivamente). A combinacao destas
duas técnicas de separacdo, com técnicas de deteccdo de alta sensibilidade como
sdo a espectrdmetria de massas e de emissao 6tica com fonte de plasma (ICP-MS e
ICP OES) tem sido amplamente empregada para especiacdo de arsénio
(TERLECKA, 2005). No entanto, a derivatizacao para a volatilizacdo das espécies
separadas tem sido implementada com o intuito de melhorar a eficiéncia de
transporte destes analitos para os detectores, (MAGNUSON et al., 1997a). A system
combining capillary electrophoresis with hydride generation was successfully
hyphenated to ICP OES for this purpose (SUAREZ; GINE, 2005).

Além de apresentar alta resolugcdo dos picos no eletroferograma e, a

possibilidade de se terem a separagcdo das espécies anidnicas e catibnicas numa
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Gnica andlise, a eletroforese capilar apresenta a vantagem de necessitar u L de
amostras, com a consequente geracdo de baixos volumes de residuos. Estas
caracteristicas da eletroforese capilar representam um importante rol considerando a
instabilidade das espécies arsenito (As**) e arsenato (As®") em meio aquoso (HALL
et al., 1999) entretanto implicam na necessidade de preparar diariamente as
solucbes padrdo multi-espécies e a conseqiente producdo de maiores volumes de
solucdes de descarte com alto teor de arsénio.

Um método ndo cromatografico para a especiacdo de compostos de arsénio
em amostras de peixes tem sido descrito, empregando a geracdo dos hidretos
volateis de arsénio e deteccdo por fluorescéncia atdmica (HG-AFS) (CAVA-
MONTESINOS et al.,, 2005). Entretanto, com estes procedimentos, além da
necessidade de tratamentos matematicos e estatisticos, geram-se grandes
quantidades de residuos liquidos com elevado grau de acidez e teores de arsénio.
Considerando-se, que, para a geracao dos hidretos volateis das diferentes espécies
de arsénio torna-se necessaria a otimizacdo de processos separados para cada
espécie, além de mais uma etapa de digestdo das amostras para a determinacédo do
teor total de arsénio.

A preparacdo de solucdes analiticas empregando sistemas de injecdo em
fluxo (FIA do inglés Flow Injection Analysis) em linha com os sistemas de deteccéo
tem sido descrito anteriormente (HINDSON et al., 2004). Sistemas em fluxo com
injecdo sequencial (SIA do inglés Sequential Injection Analysis) acoplados com
eletroforese capilar tém sido propostos para efetuar injecdo hidrodinAmica de
pequenos volumes de amostra dentro do capilar eletroforético (FANG et al., 1999;
KUBAN et al.,, 1999; WU et al.,, 2002; KULKA et al., 2006; HORSTKOTTE et al.,

2007).
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A principal vantagem dos sistemas SIA reside na sua flexibilidade e
versatilidade para a automatizacdo completa da pré-mistura de pequenos volumes
de amostras e solu¢cbes padrdo, com a possibilidade de manipulacdo de micro-
volumes. Visando melhorar a versatilidade do pré-tratamento em linha das amostras
e, a total automatizacdo do sistema em combinacdo com a eletroforese capilar, foi
descrito em 2002 um procedimento, aproveitando a miniaturizacdo de um sistema
SIA, para misturar micro-volumes de solucdes (uSI) empregando um dispositivo Lab-
On-Valve (LOV) (WU et al., 2002). Outros autores propuseram um sistema
completamente automatizado combinando pPSIA em linha com eletroforese capilar
(USIA-CE) empregando seringa de 100 pL para preparar diferentes misturas de
adenosina e adenosina monofosfato com propositos de calibracdo do sistema
analitico (KULKA et al., 2006). Nesse trabalho reporta-se a injecdo hidrodinamica
das amostras, solucdes padrdo e soluc¢des para o recondicionamento do capilar. A
conexdo em linha de ambas técnicas requer a automatizacdo completa do processo
analitico incluindo o recondicionamento e limpeza do capilar eletroforético. Embora
seja informado neste trabalho a injecdo de 40 nL de amostra e uma precisédo de 5%
das areas dos picos detectados por UV, ndo se reporta o volume necessario para
preencher o sistema completo até o capilar.

Mais recentemente, (HORSTKOTTE et al., 2007) descrevem a completa
automatizacdo de um sistema SIA-CE para injecdo de amostras e solucdes padrao,
assim como também das solu¢des requeridas para o condicionamento do capilar
eletroforético. Estes autores reportaram a necessidade de 100 yL de solucdo para
cada injecao no capilar.

Nesta pesquisa, a capacidade do sistema USIA de manipular pequenos

volumes foi explorada para a preparacao in-situ de micro-litros de solu¢des padréo
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contendo espécies de arsénio, visando empregar estas solucbes seja, nos
processos de calibracdo externa ou adicdo de padrdo para identificacdo e
quantificacdo das espécies. Estas solucbes foram depositadas em pequenos
recipientes de 200 pL para a sua posterior injecdo hidrodindmica no capilar

eletroforético.

5.2 Material e Métodos
5.2.1 Sistema de Inje¢cao Sequencial

Um sistema de injecdo seqiencial SIA Lab® (FlAlab Instruments Inc.,
Bellevue, WA, USA) foi empregado para preparar micro-volumes de solucdes padrao
mixtas de multi-espécies. O sistema SIA foi equipado com uma valvula de oito vias,
uma seringa de vidro de 500 pL, uma bobina de de 30 cm de comprimento e 0,2 mm
i.d. de poliéter éter cetona (PEEK do inglés polyether ketone). Capilares de PEEK de
10 cm de comprimento e 65 um i.d.foram utilizados para a conexdo das vias da
valvula do SIA com os recipientes contendo as solu¢cfes a serem misturadas para o

preparo dos padrdes.

5.2.2 Injecdo Hidrodindmica

O dispositivo para injecdo hidrodinamica similar ao descrito anteriormente por
Lavorante e colaboradores (LAVORANTE et al., 2004) foi construido com um tubo
de 200 pL (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha) e instalado numa plataforma em
acrilico. Para favorecer a injecado hidrodinamica foi acoplada ao sistema uma

unidade controladora de gés, (DGU unit, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao)
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conectada a um cilindro de argdnio de 1 m® (Oxipira, Piracicaba-SP, Brasil). Para
melhorar a precisdo e minimizar possiveis erros sistematicos devido ao operador foi
desenvolvida uma interface com circuito eletrénico temporizado para controlar duas
valvulas solendides de trés vias acopladas em sequencia (NResearch, Stow, MA,
USA). Detector espectrofotométrico ( LabAlliance, mod.500, State College, PA, USA)
e provido de software cromatografico (CSW 1.7, Data Apex Ltd., Praga, Republica

Tcheca).

5.2.3 Interface CE-ICP-MS

O sistema de eletroforese capilar foi construido no laboratério empregando-se
capilares de silica fundida de 75 um i.d. (Polymicro Technology, Phoenix, AZ, USA) ,
como eletrodos foi empregado 3,5 cm de fios de platina de 0,3 mm de diametro
(Loccus, Biotech, S&o Paulo, Brazil) conectados a uma fonte de alta voltagem (CZE-
1000R, Spellman, Hauppauge, NY, USA).

A interface CE-ICP-MS foi acoplada usando uma peca de PEEK em forma de
T (Upchurch Scientific, Oak Harbor, WA, USA) através da qual passa o capilar

eletroforético .
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CE

Pt

Figura 5.1 — Peca em formato T para o acoplamento CE-ICP-MS. Observa-se nesta figura a
passagem do capilar através dela, além da inser¢do perpendicular ao capilar
para a platina e o tubo para bombeamento da solucéo auxiliar.

Foi usada uma bomba peristaltica de oito canais (Ismatec, mp-8, Zurich,
Switzerland). Um tubo de polietileno de 3 cm de comprimento e 0,5 mm i.d. , uma
conexdo em T e um nebulizador de alta eficiéncia (HEN Meinhard, Santa Ana, CA,
USA), o qual, foi inserido numa camara de nebulizacdo do tipo ciclénica. O ICP-MS
(Element 1, Finnigan MAT, Bremen, Germany), foi empregado para a deteccéo das

espécies de arsénio.

5.3 Procedimento Experimental

A manipulacdo das solucdes no sistema SIA foi otimizada de forma
independente da separacdo eletroforética. Esta configuracdo independente de
ambos os sistemas foi adotada visando reduzir o volume de solucbes de descarte

contendo arsénio e, a possibilidade de reduzir o tempo da andlise por superposi¢ao
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dos processos de preparo das solugcdes a serem injetadas no capilar e o
recondicionamento do mesmo.

O sistema proposto foi empregado para analisar espécies de arsénio em
amostras de camarédo e urina por acoplamento de um sistema de eletroforese capilar

ao espectrometro de massas.

5.3.1 Injecdo Sequencial para preparo das solucdes padréo
O injector sequencial esquematizado na Figura 5.2, foi programado para
preparar diariamente 500 puL de solucdes padrédo mistas na concentracdo de 200

Hg/L para cada espécie.

Eppendorf
200 2L
Bobina J00pl Amostra
Valvula
Aberto STD5
o o
ﬁ U STD4
Seringa Agua
00 pl
STD2 8§TD-3
STD

Figura 5.2 - Representagdo esquematica do sistema SIA, com uma bomba de seringa de
500 pL e uma bobina para mistura das solugbes também de 500 pL e o
recipiente para a posterior injecéo hidrodinamica de 200 L.
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Na sequéncia de ac¢des programadas as solucdes aspiradas pela bomba de
seringa do SIA desde seus respectivos recipientes foram misturadas na bobina de
mistura e, revertendo a direcdo do fluxo do bombeamento, foram posteriormente
depositadas nos tubos Eppendorf® de 200 pL. Estes tubos de 200 pL foram
posteriormente encaixados no injetor do CE.

As solucBes de padrbes secundarios foram preparadas pelo SIA e a partir
delas, devidamente misturadas, foram preparadas as solucdes multi-espécies
necessarias para o ajuste dos parametros eletroforéticos. A adicdo das solucdes de
espécies individuais foi efetuada nas amostras, tanto para propésitos de

identificacdo das espécies nas amostras como para quantificacdo das mesmas.

5.3.2 Introducao de amostras no CE

Um injetor hidrodindmico eletronicamente controlado foi projetado para o
sistema de eletroforese capilar segundo o esquema apresentado na Figura 5.3. O
injetor foi construido em acrilico. Na parte inferior da mesma encontra-se o encaixe
para o recipiente contendo a amostra ou o eletrélito segundo corresponda e, este
recipiente por sua vez consiste em um tubo Eppendorf® de 200 pl. A peca em
acrilico apresenta também trés perfuragbes de finissimo diametro (formando trés
vias de comunicacdo que convergem no encaixe do tubo Eppendorf®), estas
correspondem as entradas do capilar eletroforético, do fio de platina e do gas para a
pressurizagdo. O capilar eletroforético e o fio de platina estardo submersos na
solugédo contida no tubo. Por sua vez a entrada do gas estard conectada com as
vélvulas solendides do sistema de controle eletrbnico através de um tubo de

polietileno de 0,8 mm i.d. e o fio de platina conectado com a fonte de alta tenséo.
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Para os estudos de precisdo do volume injetado no capilar empregou-se uma
solucdo 100 mmol/L de cisteina detectado a 214 nm segundo descrito anteriormente

(Lavorante, Gervasio et al., 2004).

{Ar]—[GU]

Figura 5.3 - Esquema do injetor hidrodindmico construido em acrilico, onde CE é o capilar
eletroforético, S um septo que permite fixar o capilar impedindo vazamentos no
sistema, SV é o recipiente de 200 uL e Pt o eletrodo de platina. A esquerda da
figura se apresenta o sistema controlado eletronicamente para a injecao
temporizada onde V1 e V2 sdo as valvulas solenéide conectadas em linha, El o
circuito eletrénico, GU o controlador de pressdo do gas e Ar o cilindro de
argonio.

Para estudos dos parametros de pressurizagéo do recipiente para injecao da
amostra no capilar foram empregadas 5, 10 e 20 kPa controlados pela unidade
DGU, durante 5, 10 e 20 segundos controlados pelo circuito integrado IC 555 do
circuito eletrénico esquematizado na Figura 3.2, apresentada no capitulo 3, item
3.3.1.

Outro parametro investigado para este injetor foi a influencia do volume de
solucédo contida no recipiente. Para tal fim os recipientes foram carregados com 50 e

60 uL da solucéo padrao de cisteina e se realizaram 12 inje¢des aplicando pressdes
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de 5 e 10 kPa. A repetibilidade das injecdes foi avaliada aplicando o teste chi-

quadrado (y°) para comparar as areas dos picos obtidos para cada injec&o.

5.3.3 Separacéo das espécies e recondicionamento do capilar

O acondicionamento inicial do capilar eletroforético foi realizado mediante a
injecdo em sequéncia das solu¢cdes HCI 1 mol/L, dgua, NaOH 0,1 mol/L e solucéo
tampdao respectivamente durante 10 minutos cada uma, empregando o modo de
injecdo ndo temporizado do circuito eletrénico e aplicando uma pressao de 15 kPa.
A cada cinco separacdes eletroforéticas foi realizado um recondicionamento simples
injetando as solucbes empregadas no acondicionamento inicial, na mesma
sequéncia, durante 30 s cada uma, seguidas pela injecdo do tampao eletroforético
durante 1 minuto a uma pressao de 25 kPa antes da injecdo da préxima amostra.

A separacdo eletroforética das espécies arsenito (As®*), arsenato (As™),
mometilarsénio (MMA) e dimetilarsénio (DMA) evaluou-se empregando uma solugéo
padrdo de concentracdo 10 mg/L de cada espécie injetada a 10 kPa durante 5
segundos. A repetibilidade do sistema foi avaliada em funcdo dos tempos de
migracdo e as areas dos picos de cada espécie apOs cinco separacdes
eletroforéticas com a injecao de NaOH 0,1 mol/L e tampé&o apos cada separacao.

Os parametros empregados para a separacao eletroforética acoplada ao

espectrometro de massas sao apresentados na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1 - Parametros operacionais para as condicbes de trabalho empregando o
acoplamento CE-ICP-MS.

Voltagem aplicada no CE (kV) -15
Solucao eletrolitica (Fosfato) (mmol/L) 20
Modificador de fluxo eletroosmético TTAB (mmol/L) 15
Solucao auxiliar HNO3 (mmol/L) 0,5
Vazao da solucédo auxiliar na interface CE-ICP (pL/min) 120
Comprimento do capilar (cm) 45
Energia aplicada no plasma (kW) 1,3
Vazao do argbnio do plasma (L/min) 12
Vazao do argbnio de nebulizagdo (mL/min) 100
Massa monitorada no modo “single ion” 75

5.3.4 Otimizacao dos parametros na interface CE-ICP-MS

Para a otimizacdo dos parametros do espectrdmetro de massas para a
interface CE-ICP-MS, primeiramente foi injetada, através do capilar e a uma pressao
constante de 25 kPa, uma solucdo padrdo de As®* de concentracdo 100 pgiL,
enquanto a solucdo auxiliar foi bombeada a uma vazdo constante de 100 pL/min
com o intuito de simular a diluicdo sofrida pelos analitos neste tipo de interfaces.
Enquanto isto o espectrobmetro de massas era operado no modo “single ion”
monitorando sinal da razdo m/z 75.

A interface CE foi conectada a um nebulizador de alta eficiéncia inserido
numa camara de nebulizacéo ciclonica e a pressao de nebulizacao foi ajustada para
800 kPa fornecendo uma vaz&do nominal de aspiracdo de 100 puL/min. A vazao da
solucédo auxiliar foi ajustada para 120 puL/min com o intuito suprir a demanda de

aspiracdo do nebulizador, sem incorrer em erros devido a aspiracdo da solucao
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contida dentro do capilar, o que ocasionaria um menor tempo de separacdo mais
provavelmente com picos menos definidos; ou retardar a separacdo das espécies
devido a uma aspiracéo insuficiente da solucéo auxiliar provocando a entrada desta

solugéo dentro do capilar o que se conhece como “Back Pressure”.

5.4 Resultados e Discussao

O injetor hidrodinamico eletronicamente controlado desenvolvido durante esta
pesquisa permitiu a introducdo de volumes controlados de amostra no capilar
eletroforético mediante o ajuste da pressédo aplicada e do tempo de abertura das
valvulas solendides para a pressurizagdo do recipiente contendo a amostra, inserido
no injetor. Os efeitos de ambos parametros sobre o volume de amostra injetado sao
apresentados na Tabela 5.2. Como observado nesta tabela o volume injetado
aumenta linearmente com o aumento do tempo de injecdo, estes resultados
encontram-se em concordancia com os resultados apresentados por Altria (1996).
Os dados desta tabela revelam também que varia¢cdes no tempo de injegéo resultam
em maior precisdo do que variagbes na pressao aplicada. Estes resultados
confirmam a robustez do circuito eletronico em termos de precisdo no tempo de
injecdo. Considerando que o volume de amostra injetada no capilar eletroforético
deve ser menor do que 10% do volume total do mesmo e que volumes maiores
injetados afetam a estabilidade da corrente elétrica (ALTRIA, 1996), desprende-se
dos resultados apresentados na Tabela 5.2 que unicamente 5 (cinco) combinagdes
de pressao e tempo aplicado podem ser empregadas visando respeitar os limites de

volume injetado.
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Tabela 5.2 - Volumes em nL injetados no capilar empregando as diversas combinacdes de
pressédo aplicada e tempo de injecéo. (n=3)

Pressao (kPa) 5 10 20 R?
Tempo de injecéo (s)
5 46+t 1 99 +1 2306 0.9972
10 142 £ 2 297 +£8 662 + 16 0.9985
20 3277 674 £17 1429 £ 19 0.9996
R? 0.9999 0.9998 0.9997

O fato de que na eletroforese capilar sdo empregados volumes muito
pequenos de solugdo, induziu-nos a supor pequenas variacbes de volume no
recipiente contendo as amostras a serem injetadas acarretaria variagdes no volume
das mesmas injetado no capilar. No entanto os resultados revelaram que variagdes
de volume de até 20% no interior do recipiente da amostra ndo apresentaram
variacfes significativas no volume de amostra injetado, com o qual pudemos
demonstrar a robustez do injetor hidrodinamico desenvolvido.

Embora haja a necessidade de se reduzir o volume de residuos liquidos
contendo arsénio, o volume de solucéo dentro do recipiente deve ser suficiente para
manter imersos a platina e o capilar eletroforético para garantir a estabilidade da
corrente elétrica durante a separacéo. O eletrodo de platina e o capilar eletroforético,
submersos na solucdo tampéao, ndo devem ficar em contato entre si.

Comparando com outros trabalhos empregando o acoplamento em linha SIA-
CE, embora o volume injetado tenha sido apenas 50 pL, o volume total para
preencher o sistema foi de 100 uL, o que leva a pensar que a cada injecdo 50 uL de

amostra sao descartados (HORSTKOTTE et al., 2007).
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A otimizacdo do sistema SIA para preparar as solucbes de forma
independente a separacao eletroforética e dos processos de recondicionamento do
capilar, possibilitou a operacdo simultanea de ambos sistemas, minimizando-se o
tempo de analise como assim também os riscos de contaminacao.

O volume de solucao eletrolitica no recipiente de injecdo no capilar foi de 50
uL, volume suficiente para mergulhar o eletrodo e o capilar nela garantindo o contato
elétrico do sistema eletroforético. Esta solugdo prove os eletrdlitos necessarios para
gue ocorra a eletroforese, entretanto alguns ions tém mobilidade eletroforética maior
gue outros, 0 que provoca um empobrecimento dos mesmos no volume residual. Por
esses motivos deve ser substituida freqiientemente, 0 que em nossos experimentos
ocorreu a cada trés separacOes eletroforéticas, gerando-se um volume de descarte
menor do que os volumes descartados quando empregadas configuracdes em linha
FIA-CE ou SIA-CE.

Os parametros envolvidos na separacao eletroforética das espécies de
arsénio detectadas a 185 nm e, a repetibilidade do volume de amostra injetado no
capilar eletroforético sdo apresentados na Tabela 5.3. Os resultados apresentaram
um desvio padrao relativo (SRD) menor do 1,6% para o tempo de migracdo e menor

do que 2,6% para as areas dos picos.

Tabela 5.3 - Tempos de migracdo e &reas dos picos calculados apos 5 (cinco) inje¢des,
detectadas a 185 nm

As specie Migration time (s) Peak area (mV . s)
MMA 1,533 £ 0,021 546,54 + 12,68
As(IIT) 1.707 £ 0,015 153,07 + 3,95
As(V) 2,053 £ 0,032 261,29 + 6,53

DMA 2,190 £ 0,031 367,27 £ 8,08
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Quando se aplica injecao hidrodinamica se injeta no capilar uma porcdo da
amostra, a relacdo das espécies na amostra se mantém na aliquota injetada. No
entanto quando se aplica injecdo eletrocinética, ocorre uma discriminacdo de
espécies em funcdo de suas mobilidades eletroforéticas, deste modo a amostra se
empobrece nas espécies com maior mobilidade eletroforético a cada injecao
realizada. A repetibilidade do volume de amostra injetado no capilar eletroforético e,
a precisdo do sistema injetor em funcdo da variacdo de volume no recipiente,
permitiu a reutilizacdo de um mesmo recipiente contendo a amostra para realizar
repetidas injecdes, uma vez que a composicdo da solucdo ndo se vera modificada
quando empregamos injecdo hidrodinamica. Este fato apresenta-se em absoluta
concordancia com o intuito de diminuir os volumes de residuos gerados.

A vantagem apresentada na manipulacdo do sistema CE-ICP-SFMS, de
forma independente do sistema SIA para o preparo das solucbes a serem
analisadas, foi a possibilidade de determinar espécies de arsénio em extratos de
amostras naturais devido ao elevado poder de deteccdo do SFMS, além da geracéo
de reduzidos volumes de residuos. Empregando esta combinacdo de técnicas, o
volume de residuo contendo arsénio gerado apés analise de 10 amostras foi de 1,5
mL, dos quais aproximadamente 185 pL representam a solucdo multiespécie
empregada para otimizar a separacao eletroforética, 240 pL correspondem as
solucbes das espécies individuais empregadas para preparar as solucdes
multiespécies e otimizar o processo de adicdo de padrdo, e o restante corresponde
ao volume de agua empregado para lavar o sistema SIA.

O eletroferograma apresentado na Figura 5.4 corresponde a analise de uma

amostra de urina liofilizada contaminada com 200 pg/L de MMA e arsenato (As®). A
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separacao das quatro espécies de arsénio apresentou-se com boa resolu¢cdo em um

tempo inferior aos 5 minutos.
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Figura 5.4 - Eletroferograma de uma amostra de urina liofilizada contendo arsenito (As*"),
arsenato (As"), acido monometilarsénico (MMA) e &cido dimetilarsinico

(DMA). 200 pg/L de As®* e DMA foram adicionados & amostra.

Um extrato aquoso de camardo também foi analisado encontrando-se no

mesmo principalmente arsenobetaina, outras espécies de arsénio ndo foram

detectadas nestes extratos. Na Figura 5.5 se apresenta um eletroferograma do
extrato de camar&o contaminado com 200 pg/L de arsenato (As™").
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Figura 5.5 - Eletroferograma de um extrato de camarao pelo sistema CE-ICP-MS detectado
na razdo m/z= 75. De esquerda para a direita os picos correspondem a

arsenobetaina e ao arsenato (As”*) adicionado respectivamente.

5.5 Conclusdes

A programacao do sistema SIA para manipular micro-volumes de amostras e
solucdes padrdo das espécies de arsénio, operando em forma independente da
separacao eletroforético, assim como a miniaturizacéo do dispositivo utilizado para a
injecdo hidrodinamica das solu¢ces no capilar eletroforético, possibilitou a reducéo
significativa do volume de residuos contendo arsénio gerado durante o procedimento

analitico.
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A implementacdo do sistema SIA para prepara in-situ micro-volumes de
solucbes padréao e otimizar a adicdo de padrdo nas amostras apresentou resultados
satisfatorios. Este procedimento permitiu ademais a reducéo consideravel (em torno
de 87%) dos volumes residuos de arsénio gerados durante o preparo dos padrdes.

Outra vantagem deste sistema apresentado foi o desenvolvimento do micro-
injetor hidrodinamico para eletroforese capilar que possibilitou a injecdo precisa e
reprodutivel de nanolitros de solucdo no capilar eletroforético. Além disto, os
eletroferogramas apresentaram boa resolucdo e baixa dispersdo dos picos
separados num tempo menor do que 5 minutos. Por outro lado o emprego de um
nebulizador de alta eficiéncia (HEN) inserido numa camara ciclénica de nebulizacéo,
possibilitou a melhoria na eficiéncia de transporte das espécies separadas para o

plasma do MS.
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6 Recuperacdo dos Residuos Gerados Durante a Pesquisa
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Resumo

As solucdes de descarte resultantes da analise de especiagdo de arsénio,
empregando geracdo dos hidretos com birohidreto de sodio ou potassio, apresentam
elevadas concentragfes de boro, principalmente na forma de acido borico. Por outro
lado, estas solugbes apresentam residuos de arsénio, provavelmente devido a
tempos de reacdo muito curtos, diferencas na cinética de reacdo de cada espécie
estudada ou o emprego de concentracbes elevadas nos processos de otimizacao
dos métodos de analise. Neste trabalho, se realizou a remocao de boro e arsénio
dos residuos liquidos gerados durante as pesquisas analiticas. Para a remocao de
arsénio se utilizou a técnica de extracdo no ponto nuvem, entretanto a remocao de
boro se realizou mediante a precipitagdo por mineralizacdo hidrotérmica com
hidréxido de calcio.

Apéds a otimizacdo dos procedimentos de remocao, as solucbes de descarte
laboratoriais foram submetidas a tratamento para a remocdo dos respectivos
elementos quimicos. Finalmente os residuos liquidos foram analisados por
espectrometria de emissdo otica com fonte de plasma (ICP OES). A comparacao
dos niveis de arsénio e boro entre as solugdes tratadas e ndo tratadas evidenciou

satisfatorias porcentagens de remocao.
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Abstract

Waste solution from arsenic speciation analysis in which hydride generation
method with sodium or potassium boron hydride are employed presents high
concentration of boron, mainly as boric acid. As well, these solutions probably
contains some arsenic residues, perhaps due to short time of reactions, disparity on
the reactivity of each specie or high concentration of those species used during
analytical performance processes. In this work, the recovery of arsenic and boron
from laboratories waste solutions after analytical developments is carried out.
Meaning decontamination procedures, cloud point extraction was employed as a
method for recovery of arsenic from these solutions. Also, boron precipitation by
hydrothermal mineralization with calcium hydroxide was carried out.

After optimization of the complexation and extraction conditions, waste
solution was treated by submitting its to this procedure. The amount of arsenic and
boron in treated and non-treated waste solution was analyzed with Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP OES). The comparison of
arsenic and boron levels between both solutions showed satisfactory percentages of

extraction.
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6.1 Introducao

O volume de residuos gerados durante as analises de especiacdo quimica
costuma ser muito elevado. Quando empregamos técnicas de separacdo como a
cromatografia liquida ou a eletroforese capilar, acopladas com detectores como
espectrometros de massas com fonte de plasma, existe a necessidade de se manter
vazbes dos reagentes em torno a 1 ou 2 mL/min, para suprir a demanda dos
nebulizadores empregados na interface destes sistemas acoplados. Se
considerarmos que a eficiéncia de nebulizacdo para a maioria dos nebulizadores
comumente utilizados encontra-se em torno de 5%, ou seja, apenas 5% do liquido
nebulizado atingira a fonte de excitacdo e, consequentemente o 95% restante virara
impreterivelmente lixo. Isto € 95 % do arsénio empregado para preparar as solucdes
padrdo ou presente nas amostras estard sendo descartado como residuos liquidos.

Por outro lado, quando empregamos derivatizacdes pos-coluna para geracao
de espécies volateis e, em ocasides, prévio a este, mais um passo para a
decomposicao das espécies ndo geradoras de hidretos, aumenta-se 0 numero de
reagentes implicados e, por conseguinte a quantidade de residuos gerados
aumentara ainda mais. Entretanto, por se tratar esta de uma técnica de separacao
de fases, na qual as espécies volateis geradas sdo separadas da fase liquida e
transportadas para a fonte de excitacdo, todos os reagentes liquidos envolvidos no
processo da analise constituirdo as solu¢des de descarte. A técnica de geracao dos
hidretos volateis mediante a reacdo entre o borohidreto de sddio ou potassio em
meio acido constitui uma das técnicas mais comumente usadas para a producédo de
espécies volateis de arsénio. Embora as espécies organicas de arsénio, como

arsenobetaina, arsenocolina, arsenoacucares e arsenolipideos constituem espécies
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que nao formam hidretos volateis na reacdo com borohidreto de sédio, estas
espécies sao usualmente, apds a separacdo cromatografica, transformadas em
espécies capazes de formar hidretos mediante rea¢des em linha como oxidacao ou
foto-oxidacdo (HANSEN et al., 1992; LOPEZ et al., 1993; ZHANG et al., 19964, b;
BURGUERA; BURGUERA, 1997; SLEJKOVEC et al, 2001). Entretanto,
recentemente foi reportada a geracdo de hidretos de arsénio a partir de
arsenoacucares por reacao direta com o borohidreto de sédio sem prévio tratamento
de degradacédo das mesmas (SCHMEISSER et al., 2004; REGMI et al., 2007).
Subsequentemente, residuos liquidos derivados de processos analiticos de
especiacao, constituidos por varias etapas de derivatizacdo, podem conter residuos
de arsénio, provavelmente devido a tempos de rea¢cdo muito pequenos como para
completar a estequiometria total da reacdo, somados as concentracdes elevadas
dos padrdes empregadas durante as etapas de otimizacdo da técnica desenvolvida
e, as diferencas na cinética de reacdo de cada espécie no processo de formacao
dos hidretos. Por outro lado, estas solucbes devem conter também elevadas
quantidades enxofre, provenientes da utilizacdo do persulfato de potassio (K2S,0s)
empregado nos processos de foto-oxidacdo das espécies organicas de arsénio e,
grandes quantias de boro, geralmente na forma de acido bdrico, proveniente da
volatilizacdo das espécies com borohidreto de sodio. Amplamente distribuido no
meio ambiente, principalmente na forma de acido borico ou sais de borato, embora
considerado um elemento essencial, a diferenca entre a essencialidade e a
toxicidade deste elemento apresenta-se muito estreita. O excesso de boro
proporciona efeitos negativos a saude humana, aos animais e aos vegetais, por
exemplo, o limite toleravel de boro para citrus e alguns cereais de interesse

comercial encontra-se em torno a 2 ou 3 mg/L, por outro lado a Unido Européia
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recomenda um limite toleravel de boro em agua potavel de 0,3 mg/L (ITAKURA et
al., 2005).

De tal modo, além de processos robustos e eficientes para analise de
especiacao, encontramo-nos com a necessidade de implementar ou desenvolver
métodos que nos permitam recuperar, se nao a totalidade, pelo menos grande parte
do residuo gerado no processo todo, seja quando empregamos analise de rotina ou

realizamos pesquisa para desenvolvimento de novas técnicas analiticas.

6.2 Material e Métodos
6.2.1 Reagentes e solugdes

Nesta etapa da pesquisa, um tratamento para recuperacdo de residuos de
arsénio e boro foi aplicado as solucdes de descarte geradas durante a analise de
especiacdo de arsenito (As>"), arsenato (As”*), acido monometilarsdnio (MMA) e
acido dimetilarsinico (DMA), por geracdo de seus hidretos volateis mediante a
reacdo com borohidreto de sédio em meio acido, apds a separacao eletroforética.
Dentre os acidos presentes nestas solucdes de descarte encontram-se acido nitrico,
acido cloridrico e acido tioglicélico.

Solucdes estoque 20% m/v de Dietilditiofosfato de aménia (Aldrich Chemical
Company, Inc. Milwaukee, USA), empregado como complexante e, 5% m/v de
Triton® X-114 (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) empregado como
surfactante.

Solucado 5 mol/L de acido cloridrico (Merck, Darmstadt, Alemanha).

Agua purificada em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) com uma

resistividade de 18,2 MQ cm.
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Hidréxido de calcio (Merck, Darmstadt, Alemanha).

6.2.2 Equipamentos

Para os procedimentos de extracdo do arsénio pela técnica de extragdo no
ponto nuvem e de boro por co-precipitacdo com hidroxido de célcio, foram
empregados tubos de digestéo de 50 ml.

As temperaturas necessarias para 0s respectivos processos de extracdo de
arsénio e boro foram atingidas empregado um bloco de digestdo da marca Tecnal
com controle de temperatura (Tecnal, Piracicaba-SP, Brasil).

Os teores de boro e arsénio nas solucbes de descarte, antes e depois dos
respectivos tratamentos aplicados para recuperagdo destes elementos foram
determinados mediante um espectrometro de emisséo Otica com fonte de plasma

indutivo (ICP OES), Perkin Elmer, modelo Optima 3000 com vista axial e radial.

6.2.3 Recuperacao de arsénio

A recuperacao do arsénio presente nas solucdes de descarte laboratoriais foi
realizada por aplicacdo do método de extracdo por ponto nuvem (CPE: do inglés
Cloud Point Extraction). Devido a sua relativa simplicidade, desde as primeiras
publicacbes aplicadas na determinacdo de manganés e zinco (GOTO et al., 1977,
WATANABE; TANAKA, 1978), esta técnica tem se transformado nos ultimos anos
num dos principais métodos de pré-concentracdo e remocao para aplicacdo em
diversas areas como ambiental, clinica, geolégica e de alimentos dentre outras

(SILVA et al., 20086).
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Os agentes surfactantes (ou tensoativos, também denominados detergentes)
podem formar, em solucdo aquosa, agregados coloidais denominados micelas. A
concentracdo minima do surfactante requerida para a formacdo destas micelas
denomina-se concentracao micelar critica (CMC) e, neste ponto havera um equilibrio
entre a concentracdo das micelas formadas com os monémeros do surfactante em
solucéao (QUINA; HINZE, 1999).

A metodologia de extracdo no ponto nuvem consiste no ajuste de certas
condicOes do sistema, de forma a atingir a concentracdo micelar critica CMC, seja
com modificacdo da temperatura ou pressdo, ou até mesmo a adicdo de uma
substancia apropriada a uma solucdo aquosa de um surfactante, provocando a
formacdo de micelas as quais apresentam uma face turba, o que se conhece como
ponto nuvem. Neste ponto a solucao original se divide em duas fases, um pequeno
volume rico em surfactante, contendo os elementos de interesse retidos nas
estruturas micelares e, a fase aquosa empobrecida nos analitos separados
(BEZERRA et al., 2005).

Neste trabalho, a extracdo no ponto nuvem foi empregada para a
descontaminacdo das solucdes de descarte, produzidas durante as pesquisas
analiticas de especiacdo de arsénio e geracdo de seus respectivos hidretos
mediante a reacdo com borohidreto de sddio em meio acido. Tomaram-se como
base o0s procedimentos empregados por Da Silva e colaboradores para
determinacao de arsénio em agua do mar (DA SILVA et al., 2000).

Aliquotas de 40 mL das solucdes de rejeito foram colocadas em tubos de
digestdo de 50 mL, antes da adicdo do complexante DDTP procedeu-se a
acidificacdo da solucdo para pH 0,5 com HCI. Uma vez acidificadas as solucfese,

adicionou-se aliquotas de DDTP a fim de atingir concentracdes finais de 1,0; 1,5 e
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2,0 % m/v do complexante, com o intuito de determinar as melhores condi¢cdes para
a maior extracdo possivel do arsénio presente nestas solucdes, mantendo-se a
concentracdo do surfactante adicionado (Triton X-114) em 0,05% m/v. Todos os
tubos foram completados a volume de 50 mL e colocados em bloco de digestdo até
atingir uma temperatura de 40°C, mantendo esta durante uma hora. Apos este
procedimento os tubos contendo as solucdes foram deixados a temperatura
ambiente durante 12 horas, ao termino deste periodo, os tubos foram introduzidos
em banho de agua com gelo com a finalidade de incrementar a densidade dos
precipitados e, facilitar a separacdo de ambas as fases mediante inversao dos tubos.

Finalmente os precipitados separados (~0,5 mL) para cada uma das
concentracbes empregadas do complexante foram digeridos com 0,5 mL de acido
sulfurico (H2SO,4) concentrado e 0,5 mL de peroxido de hidrogénio (H,O,) 30%. As
solucdes digeridas foram analisadas por espectrometria de emisséo 6tica com fonte

de plasma (ICP OES) para determinacéo do arsénio extraido.

6.2.4 Recuperacao de boro

O acido bérico é uma importante fonte de boro utilizado na indlstria em
inUmeros processos, por tanto sdo gerados a cada dia altissimas quantias de
solucdes de descarte com elevadas concentragBes de boro. Por tanto ha uma
necessidade de contar com técnicas de recuperacdo que possam efetivamente
remover o boro destas solu¢des. Varias técnicas tém sido propostas para a remoc¢ao
do boro em &guas residuais industriais, embora muitas delas apresentem algumas
importantes desvantagens. Por exemplo, a co-precipitacdo com hidroxidos metalicos

aparece como ineficiente e ecologicamente pouco efetiva devido a baixa taxa de
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remocdo e necessidade de grandes quantias de hidroxidos. A evaporacao-
cristalizacdo apresenta-se efetiva unicamente sob condicbes de elevadissimas
concentracbes de boro. A extracdo por solventes requer a utilizacdo de alguns
reagentes muito caros além da maioria deles serem toxicos. A remocéo de boro por
intercambio ibnico, embora seja uma das técnicas mais eficientes, requer processos
de regeneracdo das resinas tdo freqientes que permite o tratamento somente de
pequenos volumes de rejeitos. Outras das técnicas mais empregadas sdo, a osmose
reversa e a ultra-filtracdo, embora apresentem elevados custos de manufatura e
manutencao das membranas empregadas (ITAKURA et al., 2005).

Para a recuperacado de boro das solucdes residuais geradas nesta etapa da
pesquisa, foi empregada a precipitacdo por mineralizacao hidrotérmica empregando
hidroxido de célcio [Ca(OH),], descrita por (ITAKURA et al., 2005), estes autores
removeram mais de 99% do boro dissolvido em agua, artificialmente preparada em
laboratoério a uma concentracdo de 500 mg/L de boro.

O tratamento hidrotérmico consistiu na adicdo de 3 gramas de hidroxido de
calcio, e 1,5 gramas de acido fosforico a cada 30 mL da solucdo de descarte,
posteriormente o0s recipientes foram aquecidos a 130°C durante 14 horas,
posteriormente foram esfriados a temperatura ambiente durante uma hora. Apés
separacao os sobrenadantes foram analisados por espectrdmetro de emissao Otica
com fonte de plasma ICP OES. Segundo os autores deste trabalho de referéncia, o
precipitado obtido pelo tratamento hidrotérmico proposto corresponde a um minério

natural de boro.



130

6.3 Resultados e Discusséo
6.3.1 Extracao de arsénio

Como observado na Figura 6.1, o incremento na concentracdo do
complexante DDTP de 1% para 1,5% nao apresentou diferencas significativas na
porcentagem de arsénio retido, entretanto quando uma concentracdo de 2% do
complexante foi empregada, observou-se um leve decréscimo na quantidade de
arsénio extraido. Como consequéncia destes resultados e, visando a utilizacdo da
menor quantidade possivel de reagentes, adotou-se 1% como concentracdo de
trabalho para o complexante DDTP. Por outro lado, em concordancia com resultados
apresentados anteriormente por da Silva e colaboradores (DA SILVA et al., 1998),

empregou-se uma concentracao final do surfactante Triton X-114 igual a 0,05% m/v.

Res.Puro

Precipitado Digerido

=3

%As / Res.Puro n

0% 1% 1,5% 2%
Tratamento

Figura 6.1 - Percentagens de arsénio extraido das solugfes laboratoriais de descarte
mediante extragdo no ponto nuvem empregando diferentes concentragdes

do complexante utilizado.
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Como esperado, foi conseguida a complexacdo do arsénio presente nas
solucbes de descarte e sua separacdo dos outros elementos como sédio ou boro
presentes nas mesmas.

Em torno de 80% do arsénio presente nas solucbes de descarte foi
recuperado na fase organica precipitada, aproximadamente uns 0,5 mL. Assim o
volume de rejeitos liquidos, ricos em arsénio, produzidos apd0s as pesquisas
analiticas foi reduzido 80 vezes uma vez que a cada 40 mL de residuo gerado se
obteve em torno de 0,5 mL de precipitado contendo em torno de 80% do arsénio

presente nos residuos liquidos sem tratamento.

6.3.2 Extracao de boro

Os precipitados de boro obtidos pelo método de mineralizacao hidrotérmica
foram separados da fase liquida, secados e armazenados. Na Figura 6.2 se
apresenta a percentagem de recuperacao do boro em fungcdo do empobrecimento da
fase liquida apds o tratamento hidrotérmico, comparadas com o residuo original sem

nenhum tipo de tratamento.

Tabela 6.1 - Resultados da % extraida do arsénio presente nas solu¢cdes de descarte
originais e nos precipitados obtidos apds o tratamento pelo método de
extracdo no ponto nuvem. (n=3)

Tratamento Teor de Boro (cps) % Recuperada
Branco 372,57 + 4,53 0,03
Residuo Tratado 4,35+ 7,67¢€° 65,75

Residuo S/tratamento 1,27e° + 9,91¢° 100,0
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Foi conseguida uma recuperacdo de 75% do boro presente nas solucdes
residuais geradas no nosso laboratorio, estes resultados encontram-se distantes dos
de 99% recuperados de solucbes de boro artificiais relatado por Itakura e
colaboradores (2005). No entanto, salienta-se que, com o intuito de evitar perdas de
arsénio por evaporacao, as solucdes de descarte receberam um primeiro tratamento
para extracdo do arsénio mediante a complexacdo com DDTP e extracdo no ponto
nuvem com Triton X-114. Com isto, a composicdo das soluc¢des foi modificada pela
presenca de residuos dos reagentes aplicados na primeira etapa da
descontaminacdo. Por tanto, a menor porcentagem de recuperacdo do boro aqui
obtido, provavelmente se deva a interferéncias destes residuos na formacédo dos
precipitados.

Embora a remocédo do boro presente nas solucdes de descarte haja sido
menor do que o esperado, o principal objetivo desta etapa da pesquisa, a remoc¢ao
do boro e, a minimizacdo do volume de residuos apds os experimentos analiticos foi
conseguido satisfatoriamente, uma vez que por cada 30 mL de solucdo tratada
obteve-se um precipitado ocupando um volume final inferior a 4 mL, uma reducéo de

volume maior do que 7 vezes.

6.4 Conclusodes

Majoritariamente utilizadas em quimica analitica como técnicas de pré-
concentracdo para determinacdo de elementos tracos, as técnicas de extracdo de
arsénio no ponto nuvem e precipitacdo do boro com hidréxido de calcio podem ser

perfeitamente empregadas para a descontaminacdo das solugcbes de descarte



133

geradas durante a pesquisa, ricas nestes elementos. Aplicando estes procedimentos
para a minimizacdo dos residuos perigosos gerados nos laboratérios, além de se
cumprir com as normas internas dos diversos conselhos de ética na pés-graduacéao,
contribui-se com a quimica limpa e reducdo de danos ocasionados ao meio
ambiente.

As fases organicas precipitada, ricas em arsénio, derivadas da extracdo no
ponto nuvem, assim como o0s precipitados solidos de boro resultantes da
mineralizacdo hidrotérmica, podem posteriormente ser liofilizadas e armazenadas,
ocupando assim um espaco muito menor do que os grandes volumes de rejeitos
liquidos gerados corrigueiramente.

Por outro lado, consideraveis quantias de arsénio e boro que, normalmente
seriam descartadas, agora podem ser reutilizadas, mediante a regeneracdo ou
reconstituicdo dos residuos secos para preparar solugées padrdo. Com isto, além de
contribuir com a minimizacdo de efeitos adversos no meio ambiente, colabora-se

com a reducao de gastos desnecessarios com reagentes.
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