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RESUMO

O presente trabalho de pesquisa aborda o desenvolvimento de métodos
autométicos para a especiacao de antiménio inorganico e determinacao de antiménio
total. O acoplamento inédito do sistema em fluxo batelada, geracdo de hidretos e a
espectrometria de fluorescéncia atdbmica foi denominado método FBA-HG-AFS. A
primeira metodologia foi desenvolvida para a especiacdo de Sb inorganico em
amostras aquosas. O método foi otimizado utilizando um planejamento fatorial
completo e uma matriz Box-Behnken. Os fatores envolvidos na otimizag&do foram o
fluxo do gés de arraste e as concentragdes de acido cloridrico (HCI) e borohidreto de
sodio (NaBHa4). As condicdes experimentais otimizadas permitiram a determinacdo de
Sb entre 100 a 2.000 ng L, em que os limites de detecgdo (LOD) e quantificacdo
foram (LOQ) de 6 e 20 ng L}, respectivamente. A exatiddo do método proposto foi
confirmada pela analise do material de referéncia certificado (SRM 1643e) e testes de
recuperacao para Sb(lll) e Sb(V) (90 - 114%). O método para andlise de agua
apresentou frequéncia analitica de 54 especiacdes por hora, acompanhado de baixo
consumo de amostras e reagentes, bem como baixa geracdo de residuos. O método
proposto foi aplicado em trés amostras de agua mineral, uma de agua de torneira,
uma de agua de lagoa e uma agua do mar na cidade de Macei6, Alagoas. Os
resultados das analises mostraram que as concentracdes variaram de 140 = 20 a 430
+ 30 ng L™ para Sb(lll), de 210 + 30 a 990 + 90 ng L™ para Sb(V) e de 350 + 20 a
1.410 + 90 ng L™ para Sb total. O segundo método propde a determinacédo direta
automatica de Sb total em amostras de suco de uva utilizando o sistema FBA-HG-
AFS. O HCI foi mais adequado para a extracdo do Sb, proporcionando extracdes em
um tempo de 5,0 s. A etapa de otimizacgéao foi realizada empregando uma matriz Box-
Behnken onde as concentra¢des de HCI, NaBH4 e vaz&o de argonio foram os fatores
estudados. Com as condi¢des otimizadas, uma curva analitica de 0,1 a 2,0 ug L™ foi
construida e apresentou LOD e LOQ de 0,02 e 0,066 ug L™, respectivamente. A
precisdo do método foi confirmada com testes de recuperagdo, que variaram de 88,8
+1,5até 116,2 + 1,2 % para Sb total. O método néo apresentou diferenca significativa
a um nivel de 95 % de confianca quando comparado ao procedimento de referéncia.
As concentracdes de antimodnio total encontradas variaram de 1,23 + 0,05a 4,58 £ 0,1
Hg L' em amostras de sucos de uvas adquiridas na cidade de Maceid, Alagoas,
apresentando desvio padrao relativo (DPR %) menor que 3,7 %. Por fim, o sistema
apresentou uma frequéncia analitica de 87 h'! e baixa geracéo de residuos.

Palavras-chave: metal toxico; analise em fluxo-batelada; geracdo de hidretos;
planejamento Box-Behnken; analise de 4guas; andlise de suco de uva.
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ABSTRACT

This research paper addresses the development of automatic methods for
inorganic antimony speciation and total antimony determination. Unpublished coupling
of the flow-batch system, hydride generation and atomic fluorescence spectrometry
was named the FBA-HG-AFS method. The first methodology was developed for
inorganic Sb speciation in aqueous samples. The method was optimized using a full
factorial design and Box-Behnken matrix. The factors involved in the optimization were
the carrier gas flow and the concentrations of hydrochloric acid (HCIl) and sodium
borohydride (NaBH4). The optimized experimental conditions allowed the
determination of Sb between 100 and 2.000 ng L%, where the detection and
guantification limits were 6 and 20 ng L™, respectively. The accuracy of the proposed
method was confirmed by analysis of certified reference material (SRM 1643e) and
recovery tests for Sb(lll) and Sb(V) (90 - 114%). The method for water analysis showed
sample throughput of 54 speciation per hour, accompanied by low consumption of
samples and reagents as well as low waste generation. The proposed method was
applied to three samples of mineral water, one tap water, one pond water and one sea
water in the city of Macei6, Alagoas. The results of the analyzes showed that the
concentrations ranged from 140 + 20 to 430 + 30 ng L for Sb (lll), from 210 + 30 to
990 + 90 ng L™ for Sb (V) and from 350 + 20 to 1.410 + 90 ng L for total Sh. The
second method proposes the automatic direct determination of total Sb in grape juice
samples using the FBA-HG-AFS system. The HCIl was more suitable for the extraction
of Sh, providing extraction in a time of 5,0 s. The optimization step was carried out
employing a Box-Behnken matrix where the concentration of HCI, NaBH4 and argon
flow were the factors studied. Under the optimized conditions, an analytical curve of
0,1 to 2,0 ug L= was constructed and presented detection and quantification limits of
0,02 and 0,066 pg L™, respectively. The accuracy of the method was confirmed with
recovery tests, which ranged from 88,8 + 1,5 t0 116,2 = 1,2 % for total Sb. The method
showed no significant difference at a level of 95% confidence compared to the
reference procedure. The total antimony concentrations found ranged from 1,23 + 0,05
to 4,58 + 0,1 ug L=t in samples of grape juices acquired in the city of Macei6, Alagoas,
presenting lower relative standard deviation (RSD %) less that 3.7%. Finally, the
system presented an analytical frequency of 87 h-! and low residue generation.

Keywords: toxic metal; flow- batch analysis; generation of hydrides; Box-Behnken

planning; water analysis; analysis of grape juice..
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1.1 Justificativa e caracterizacdo da problematica

Processos naturais como o intemperismo, vulcanismo e ciclo geoquimico,
explicam parte da presenca natural de elementos trago e toxicos pouco abundantes
nos mais variados exossistemas. Por outro lado, atividades humanas como
mineracao, fundicdo, agricultura, fabricacdo de utensilios e pecas por exemplo, podem
provocar uma alocacao adicional desses elementos no meio ambiente. Dentre esses,
0 antimonio (Sb) tem uma larga aplicacao industrial, sendo abundantemente utilizado
no processo de fabricagcdo de vidro, ceramica, tintas, produtos téxteis, baterias,
metallrgia. Convém ainda ressaltar o uso como retardante de chama, em
medicamentos para combater a Leishmaniose, no processo fabril da borracha e como
catalisador na fabricacéo de recipientes de polietileno tereftalato (PET) [1,2]. Devido
ao largo uso do Sb, as atividades antropogénicas, em muitos casos, sao as principais

fontes de entrada de antimonio frente aos processos naturais [3].

O antimdnio é encontrado na crosta terrestre, principalmente no recurso solo e
em aguas de rios e lagos, formando compostos com o enxofre (Sb2Ss) e com o
oxigénio (Sbh203), além de compostos organicos metilados. Em matrizes de interesse
ambiental, ele esta presente principalmente nas formas inorganicas trivalente e
pentavalente [4]. Este analito tem despertado o interesse da comunidade cientifica,
pois aléem de ndo ter funcdo biologica conhecida, € facilmente acumulado em
organismos, podendo causar efeitos nocivos a saude humana [5]. As espécies
inorganicas de Sb sdo mais téxicas que as organicas, onde as formas trivalentes
apresentam cerca de 10 vezes mais toxidade do que as pentavalentes [6]. Esta maior
toxidade do Sb(lll) se deve, principalmente, a sua alta afinidade pelos glébulos
vermelhos e grupos sulfidrila dos constituintes celulares [7]. Devido a esses fatos,
problemas de irritacao respiratoria, pneumoconiose, manchas cutaneas de antimonio,

sintomas gastrointestinais, cardiotoxicidade e até pancreatite sao relatados [7].

Desse modo, a toxicidade do antiménio e seus compostos tem despertado
preocupacdo recorrente nos diversos 6rgao reguladores [8]. A Agéncia de Protecéo
Ambiental dos Estados Unidos (EPA) [9] e a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
[10] estabelecem como concentragcdo maxima admissivel de antiménio em agua
potavel os valores de 20 e 6 yg L. Em amostras de suco de fruta no Brasil o limite

maximo de tolerancia (LMT) de Sb é de 1 mg L%, Ministério da Saude/portaria 685
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[11], e a ingestdo diaria, segundo pesquisadores ndo deve ser superior a 6,0 pug kg
[12]. Assim, métodos analiticos com sensibilidade adequada para determinacédo e
especiacdo de antimbnio nas mais diversas matrizes tornam-se muito importantes

para proteger a saude.

Devido a baixa concentracao e ao carater volatil desse elemento, a elaboracao
de métodos analiticos confiaveis com o intuito de minimizar os efeitos de matriz e
ampliar a faixa de aplicacdo das técnicas mais utilizadas para esse monitoramento é
um desafio. Uma interessante estratégia que pode ser empregada nesses casos € a
geracao de hidretos (HG), que por meio de uma reac¢ao quimica o analito é convertido
em um composto volatil e é separado da matriz, transportado ao atomizador e
guantificado pelas principais técnicas espectroanaliticas disponiveis [13]. O uso desta
técnica para introduzir o analito na forma de hidreto, proporciona aumentos de
sensibilidade e seletividade, o que permite obter métodos analiticos com baixos limites

de deteccéo [14].

As técnicas espectroanaliticas de deteccdo mais empregadas para a
determinacao e especiacédo de antimonio sdo: a espectrometria de absorcao atbmica
em forno de grafite (GFAAS), a espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS), e a espectrometria de fluorescéncia atdbmica (AFS), que
geralmente acoplada a HG [15]. Métodos analiticos que fazem uso de uma das duas
primeiras técnicas frequentemente necessitam de algum procedimento adicional de
preparo de amostra para alcancar a sensibilidade adequada para a determinagéo em
nivel traco de antiménio. O acoplamento da geracéo de hidretos com a espectrometria

de fluorescéncia atbmica dispensa uso desses procedimentos.

Assim, o emprego da técnica de geracao de hidretos acoplada a espectrometria
de fluorescéncia atbmica possibilita o desenvolvimento de métodos altamente
sensiveis. Nessa perspectiva, o0 emprego de sistemas automatico acrescenta a esses
métodos o baixo consumo de reagentes e amostras, minima geracao de residuos,
aliado a resultados reprodutiveis e consideravel frequéncia analitica. O uso do sistema
automatico em fluxo-batelada corrobora com o desenvolvimento de novos métodos
de andlise possibilitando uma elevada frequéncia analitica, flexibilidade e versatilidade
operacional, com emprego de pequenos volumes dos fluidos aliado a rapida e

eficiente homogeneizacéo das misturas [16].
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Diante do exposto, propde-se nesse trabalho o acoplamento inédito do sistema
automatico fluxo-batelada, geracdo de hidreto e a espectrometria de fluorescéncia
atdbmica, denominado método FBA-HG-AFS (do inglés: “flow-batch analysis hydride
generation atomic fluorescence spectrometry”). Assim, o presente trabalho de
pesquisa objetivou explorar esse sistema automatico no desenvolvimento de métodos
para geracao de hidreto de antiménio com deteccéo por fluorescéncia atbmica para a
especiacdo em nivel traco de antiménio em matrizes aquosas, e determinacao direta
de antiménio total em amostras de suco de uva com o pré-tratamento da amostra on-

line por extracdo acida.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver estratégias analiticas autométicas visando a determinagcdo e
especiacdo de antiménio em amostras aquosas e em sucos de uva, empregando a

geracao de hidretos e espectrometria de fluorescéncia atémica.

1.2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um sistema automatico para a determinacdo e especiacdo de
antiménio inorganico;

e Empregar uma camavora de mistura, principal componente do sistema fluxo-
batelada, para atuar como separador gas/liquido;

e Desenvolver um programa de controle do sistema automatico fluxo batelada
em ambiente Labview®;

e Desenvolver um método automatico fluxo batelada para determinacdo e
especiacao de antimoénio inorganico em amostras aquosas;

e Empregar o sistema automatico proposto na especiacdo de Sh(lll), Sb(V) e Sb
total em matrizes aquosas;

e Desenvolver um método para extracdo acida antiménio total em amostras de
suco de uva;

e Empregar o sistema automatico proposto na determinacéo direta de Sb total
em amostras de suco de uva;

e Empregar a técnica espectrométrica de fluorescéncia atdmica para
determinacdo e especiacao de antimonio;

e Avaliar o desempenho da performace analitica dos métodos automaticos

propostos;
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 O Antimobnio

2.1.1 Generalidades e propriedades fisico-quimicas

O antimdnio é um metal pouco abundante na crosta terreste, de coloracao
branco-prateado, que em condi¢cdes normais de temperatura e pressao apresenta-se
em estado sélido [4,17] e é encontrado de forma natural em baixas concentracoes,
principalmente no recurso solo, na agua de rios e lagos [18,19]. Na natureza, ele
ocorre principalmente como estibinita ou antimonita (Sb2Ss) e valentinita (Sb203), que
sdo compostos geralmente encontrados em minérios de cobre, prata e chumbo, no
petréleo e no carvao [20]. Adicionamente, outras espécies de antiménio podem ser
encontradas na forma organica como espécies metiladas, &cido estibinico
monometilado, acido estibinico dimetilado, monometilestibina e dimetilestibina [4,12],
por exemplo. Algumas caracteristicas fisico-quimicas do antiménio sdo mostradas na
Tabela 1.

Tabela 1 Caracteristicas fisico-quimicas do antiménio.

Massa atdmica (g mol™) 121,75
NuUmero atdbmico (2) 51
Volume molar (cm? mol 1) 18,19

IsGtopos estaveis

Ponto de fusédo (°C)

1215ph (57,21)
1235 (42,78)

631

Ponto de ebulicdo (°C) 1750
Resistividade elétrica (uQ cm (293 K)) 41,7
Condutividade térmica (W m™* K1) 24

Estado de oxidacao 0, -3, +3,+5
Raio idnico (pm) 140
Densidade (g cm3) 6,53
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O antiménio pode ser sintetizado pela reducéo direta do sulfeto com ferro, como
mostra a Equacado 1 [21]. Uma outra forma de obtencdo € a partir da queima do
sulfeto, que se obtém o 6xido de antimonio(lll) (Sb20s3), que é reduzido juntamente
como coque para a obtencdo do antiménio Equacao 2 [4]. A Tabela 2 mostra as

diferentes energias de ionizacdo para o Sb.
Sbh2S3(s) + 3Fe) — 2Sbs) + 3FeSs) Q)

2S5b203(s) + 3C(s) — 4Sh(s) + 3CO2(g) (2)

Tabela 2 Energias de ionizag&o do Sb.

Energia de lonizagéo (kJ mol-%)
Sb — Sb* + 1é 834

Sb — Sb?*+ 2é 1595

Sb — Sb3*+ 3é 2440

Sb — Sbh* + 4é 4260

Sb — Sb®* + 5¢ 5400

Sb — Sh® + 6é 10400

Fonte: Handbook of Chemistry and Physics [22]

2.1.2 Presencaem sistemas ambientais

O elemento quimico antimdnio ocorre naturalmente em rochas, agua nao
poluida e solos em concentracdes de 0,15 — 2 mg kg, menor que 1 uyg mL* e 0,3 —
8,6 mg kg, respectivamente [23]. No entanto, ele esta presente em concentracées
elevadas em diferentes condicbes ambientais, bioldégicas e compartimentos
geoldgicos. Este fato € devido a sua mobilidade de minerais como rochas, por
exemplo, bem como atividades antropogénicas de mineracéo, fundicdo, queima de
combustiveis fosseis, treinamento militar, uso de pesticidas e produtos farmacéuticos
[24-27]. Assim, a presenca de antiménio no meio ambiente é devido a soma de
processos naturais de intemperismo de rochas e processo de lixiviagdo do solo

juntamente a atividades antropogénicas.

Nesse contexto, as atividades humanas se tornam as principais fontes de

entrada de Sb no meio ambiente frente aos processos naturais [3]. As emissdes
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vulcanicas, por exemplo, representam cerca de 3 a 5% da emissado global de Sb na
atmosfera [28], enquanto que as associadas a acdo antropogénica oriundas de
incineracdo de lixo representam cerca de 19% da emissao total desse elemento [29].
A queima de combustiveis fésseis, segundo Krachler e colaboradores (2005), parece
ser a maior fonte antropogénica de entrada de Sb no meio ambiente (~ 50% do total
de emissdes resultantes de atividades humanas) nos ultimos anos [29]. Dessa forma,
0s grandes centros urbanos tem tendéncia a concentrar uma maior quantidade de Sb,
onde essas emissdes estdo diretamente relacionadas, na maior parte dos casos, a
atividade industrial. Por exemplo, em sedimentos préximos a instalagfes industriais a
concentracdo de Sb pode chegar a atingir niveis 100 vezes maiores que a

concentracéo natural [4,30]

Dessa maneira, € notdrio que as atividades humanas provocam um elevado
impacto ao ciclo geoquimico ambiental do Sb [28]. Devido a essas a¢bes e ao
transporte aéreo natural, o antiménio pode ser encontrado em ambientes afastados
de fontes originais de poluicdo. Este fato esta ligado a processos de incineracdo de
residuos plasticos, a queima de combustiveis fosseis e a fundicdo de metais (onde 0
Sb esta principalmente na forma de Oxidos), que formam aeross6is com alta
concentracdo desse metal e estdo sujeitos ao transporte aéreo a lugares distantes
[29]. Assim, a atmosfera é um importante meio indicativo para se observar o transporte
aereo do Sb. Patriarca e colaboradores (2000), estudaram a exposicéo e a inalacao
de recém-nascidos, criangas e jovens a esse elemento em regibes da Europa.
Segundo esses estudos, 0s pulmdes absorvem em média 15% do Sb disponivel no ar
dependendo do tamanho das particulas e da solubilidade da espécie de Sb presente
[30].

No recurso solo, o antimdnio geralmente se acumula nas camadas superficiais
e a medida que a profundidade aumenta a sua concentracdo diminui. Esse fato foi
confirmado em um estudo feito na China (Hezhang), pois os niveis de contamina¢ao
em solos agricolas perto de campos de mineracéo, variando até uma profundidade de
40 metros, mostrou que a concentracdo de Sb e outros elementos diminuiam
conforme aumento de profundidade. Portanto, ha um indicativo muito forte da
existéncia de correlacdo entre o transporte aéreo de Sb e a contaminacdo do solo
[31].
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Apesar do antimbnio apresentar quatro estados possiveis de oxidacdo, no
entanto, em amostras ambientais, biologicas e geoldgicas € geralmente encontrado
sob a forma trivalente e pentavalente [20,32,33]. Em ambientes que séo
moderadamente redutores e anaerdbicos predominam as formas trivalentes, ja a
espécie pentavalente predomina em ambientes ricos em oxigénio. Sabe-se que o pH
do meio define a estabilidade e predominancia das espécies de antiménio [34]. A
Tabela 3 mostra as espécies quimicas mais comuns de antiménio que podem ser

encontradas no meio ambiente com seus respectivos estados de oxidagao

Tabela 3 Espécies quimicas de antimbnio encontradas sistemas ambientais. Adaptada de
WILSON et al.[35] e VIEIRA [36].

Forma Formula

Minerais Sh,04/ Sb,03(cubico) / Sh,Os(ortorrdombico) / Sb,Ss
Espécies aquosas

(estado de oxidacao 5+) Sb(OH)'s / Sb(OH)s

Espécies aquosas Sb(OH); / Sb(OH)*

(estado de oxidacado 3+) 2 / Sb(OH) 4 / H2Sh,S*,

Gases Sb(CHz3)s / SbH3

Outras espécie metiladas (CH3)3Sb / (CH3)2Sb(0O)OH / (CH3)SbO(OH),

2.1.3 Aplicagdes industriais

A producdo anual de antimoénio, em 2018, foi aproximadamente 140 mil
toneladas, tendo como principais produtores a China, Russia, Tajiquistdo e Austrdlia,
conforme dados mostrados na Tabela 4. Dentre os maiores produtores, a China ocupa
uma posicdo de destaque por deter mais de 70% da producéo global de antiménio em
2018 [37]. Apesar do largo uso nas atividades e processos industriais, que sera
discutido nos paragrafos seguintes, a producao global anual de antiménio vém
apresentando uma diminuicdo, boa parte devido a reducdo das atividades de
mineralizagdo do maior produtor, a China. Dados do ano de 2011 a 2015 mostram que
houve uma contracdo na producdo de antimbnio, que passou de 150 para 115

toneladas por ano [6].
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Tabela 4 Producédo anual de antimdnio.

Pais 2017 2018
China 98.000 100.000
Russia 14.400 14.000
Tajiquistao 14.000 14.000
Australia 3.120 3.100
Bolivia 2.700 2.700
Turquia 2.000 2.000
Birméania 1.000 1.000
Cazaquistao 700 700
Laos 340 300
México 243 240
Total mundial 137.000 140.000

Fonte: Mineral commodity summaries 2019 (adaptado) [37]

A literatura relata usos importantes dos compostos de antimbénio em
atividades e processos industriais, e segundo Filella e colaboradores (2002), o triéxido
de antiménio (Sb20s3) € uma das formas antimonial de maior aplicacéo,
comumentemente encontrado em retardantes de chama na industria textil e de
plasticos [20]. Essa forma de antimonio é também muito utilizada na sintese do PET,
durante as etapas de manufatura dessas embalagens diversas reacdes de
polilmerizacdo acontecem e sao adicionadas substancias, como ftalatos e
catalisadores, de modo a melhorar a qualidade do polimero produzido [38,39]. Assim,
a adicao do Sbh20O3 aumenta a eficiéncia do processo e diminui a formagao de produtos

indesejados, melhorando a producao de polimeros sem coloracao [40,41].

O antimdnio é também utilizado na fabricacdo de ceramicas e vidros, como
aditivo em vulcanizacdo de borracha, em pigmentacéo de tintas, baterias e processos
de catdlise industrial. Ele também é usado na fabricacdo de materiais semicondutores
para producdo de diodos, cuja presenca de antiménio confere uma maior resisténcia

e dureza [20]. Além disso, atua como catalisador de amoxidacdo, na producdo de
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acrinonitrilas a partir da glicerina, para manter o oxigénio na superficie do solido

(catalisador multimetalico) [42].

Na forma de trisulfeto de antiménio (Sb2Ss), 0 Sb é empregado na fabricagéo
de explosivos, pigmentos e sais de antiménio [17]. Ainda nessa forma, ele € usado em
ligas de rolamentos de motor, producao de pastilhas de freio ou em revestimentos
como lubrificantes, cuja finalidade € minimizar possiveis vibracfes e proporcionar
maior estabilidade em frenagens. Aproximadamente, existe 7% de compostos de
antimonio nas pastilhas de freio [43].

Convém ainda ressaltar que compostos de antiménio, na forma organica
como Sh(V), sdo empregados como anti-inflamatérios e no tratamento de doencas
causadas por parasitas, a exemplo da leishmaniose, cujo correto mecanismos de
funcionamento desses compostos ainda ndo é bem esclarerecido [44]. Essa doenca
infecciosa é comum em paises de clima quente e temperado, é transmitida por insetos

vetores, os flabotomineos, comumente conhecido no Brasil como mosquito palha [45].

2.1.4 Ocorréncia em aguas e em sucos de uva

Em aguas ndo contaminadas, a concentracdo de antimonio total geralmente
varia de poucos ng L** a 1 yg L. No entanto, préximo a fontes antropogénicas , essa
guantidade pode aumentar em cerca de 100 vezes o nivel natural [20]. Conforme
Santosa e colaboradores (1997), em amostras de agua do mar, situadas em regides
ndo poluidas, a concentracdo de Sb é da ordem de ng L* [46]. Em ambientes
aquéticos, as espécies Sb(lll) e Sb(V) sdo poluentes inorganicos, resultado de
processos naturais (intemperismo de rochas, escoamenteo de solo) e atividades
humanas [2]. Sendo assim, as quantidades de antimdnio presentes nas aguas variam

conforme zonas de origem, caminho percorrido, transporte ou forma de estocagem.

As agéncias de protecdo ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 1979) e da
Unido Européia (Conselho da Comunidade Européia, 1976), consideram o antimdnio
e seus compostos poluentes prioritario. O limite maximo permitido em agua potavel,
estabelecido pela USEPA e a Unido Européia, é de 6 pg L' e de 5 pg L7,
respectivamente. No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA
357/2005) estabelece o valor de limite maximo permitido de 5 ug L [47]. A Tabela 5
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apresenta os valores maximos de concentracdes segundos os 6rgaos reguladores

nacionais e internacionais.

Tabela 5 Valores maximos de concentragdes.

Tipo de agua Sb (ug L) Referéncia

5 Portaria (2914/2011) [48]
Potavel 6 (USEPA)[49]

5 European Union (EU)[50]
Doce 5 (CONAMA 357/2005) [47]
Subterranea 5 CONAMA (396/2008) [51]

Na literatura, € possivel encontrar diversos trabalhos de determinacdo e/ou
especiacao de antimdénio em diferentes tipos de aguas. A determinacdo desse metal
em aguas em garrafas do tipo PET estd atualmente em destaque, e tem sido
amplamente estudada em trabalhos de pesquisa publicados recentemente [52-54].
Estudos apontam que o Sb, usado na fabricacdo do PET, pode ser lixiviado a partir
das embalagens para o liqguido em seu interior. Essa migragédo € influenciada por
fatores como tamanho, cor da embalagem PET, pH, radiacdo solar, tempo de

estocagem e temperatura da agua mineral [44,55-57].

Entre os diversos sucos de fruta comercializados no Brasil, 0 suco de uva ocupa
uma posi¢cao destaque tanto no quesito relativo ao consumo per capita, que chega a
0,56 L/ano, como pelo aumento no consumo nas Ultimas décadas [58]. Para suco de
fruta no Brasil o Limite Maximo de Tolerancia (LMT) de Sb é de 1 mg L*[11]. Segundo
Ferreira e colaboradores (2014), a ingestdo diaria maxima de antimonio € de 6,0 ug
kg, ou seja, um adulto de 70 kg tolera até 420 mg desse metal por dia [12]. Valores

acima dessa quantidade podem ocasionar problemas de saude.

A presenca de Sb em suco de uva € basicamente atribuida a trés fatores:
contaminacgdes durante o processo de fabricacdo, a lixiviagdo de Sb presente nas
composi¢cdes das embalagens de vidro, PET ou Tetra pack® [59] e presente na
composicdo natural da propria uva [60]. Assim, a concentracao total de Sb presente

nos sucos de uva é o resultado da soma desses fatores. Todavia, ndo é possivel

E.A. Lima 12



Introducéo

afirmar qual o fator de maior impacto nessa soma, tendo em vista que as uvas,
embalagens e maquinario utilizados no processo de fabricagcdo tém caracteristicas

diferem muito entre os fabricantes.

Diferentemente do estudo de antimbnio em aguas, ha poucos trabalhos que
determinaram este analito em sucos de uva. Um importante estudo de revisdo sobre
analise de sucos mostrou que ha poucos trabalhos de pesquisa que determinaram a
concentracdo desse analito nessa matriz [61]. Assis e colaboradores (2008)
realizaram um estudo com 31 amostras de suco de uva de 20 marcas diferentes
oriundas de 9 diferentes estados brasileiros. Neste trabalho foram determinados
concentracfes de elementos traco, dentre o Sbh, e o elemento sodio. O antiménio foi

determinado por ICP-MS e a maxima concentragdo encontrada foi de 4,0 ug L [62].

Em um outro estudo, Y. Xia (2011) determinou a concentracédo de antiménio
em aguas, bebidas e frutas. Nesse estudo, ele demonstra que a lixiviagdo do Sb,
presente nas garrafas plasticas, provoca uma elevacdo nos valores de concentracao
normalmente verificados em bebidas. Também relatou encontrar quantidades
significativas de Sb em sucos acondicionados em garrafas de vidro e que o acido
citrico pode aumentar a lixiviagdo do metal. E, em outra parte deste trabalho de
pesquisa, o autor determinou a concentragdo de antiménio na uva. Esse estudo nédo
havia sido relatado na literatura até o momento. Assim, o Sb foi determinado por ICP-
MS e sua concentragdo em uvas frescas foi de 1,72 ug kg e na casca foi de 1,42 ug
kg*. Devido a esses resultados, o autor afirma que a prépria uva contém em sua

composi¢do o antimonio [60].

A presenca de Sb foi também confirmada por Altunay e Gurkan (2015) através
de um método de extracdo em ponto nuvem (CPE, do inglés Cloud Point Extraction)
em amostras bioldgicas e de bebidas por espectrometria de absorcdo em chama
(FAAS). O método baseou-se na formagdo de complexos entre Sb(lll) e Sb(V) com
Azul Puro Vitéria BO (VPB*) em pH 10. Assim as espécies de Sb foram
individualmente detectadas. Dentre outras amostras, a concentracao de Sb total em

suco de uva encontrada foi de 15,7 ug L [63].

Recentemente, Lin e colaboradores (2017) determinaram compostos de
antiménio em agua e sucos usando cromatografia ibnica acoplada ao ICP-MS. Nesse

estudo, foram determinadas as espécies antimonita [Sb(lll)], antimoniato [Sb(V)] e
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trimetil antiménio(V) (TMeSb) em garrafas PET. Para Sb total, a concentracéo
encontrada foi de 1,17 ug L1 [64].

2.1.5 Toxicidade e efeitos da exposi¢cao ao antimoénio

Como j& foi abordado em tdpicos anteriores, 0S processos antropicos
contribuem de forma significativa para o aumento da concentracdo de antiménio em
determinados compartimentos ambientais [65]. Juntamente a iSso, a preocupacédo a
cerca do impacto ambiental e dos possiveis efeitos & saude também tem crescido
consideravelmente. Com isso, 0 Sb e seus compostos estdo na lista de poluentes de
interessse prioritario pela Agéncia Americana de Protecdo Ambiental (USEPA),
Organizacdo Mundial da Saude (WHO) e pela Unido Européia (EU) [10,66].

Compostos inorganicos de antimoénio sdo mais tOxicos que 0s organicos, e as
espécies inorganicas de Sb(lll) sdo aproximadamente 10 vezes mais téxicas que as
espécies de Sb(V) [67-69]. Dentre os compostos de Sb, o trioxido de antiménio
(Sh203) é possivelmente carcinogénico para humanos (Grupo 2B), enquanto que no
trissulfeto de antimonio (Sb2Ss3) (grupo 3) essa caracteristica ndo é evidénciada
segundo a classificacdo da Agéncia Internacional de Investigacdo sobre o cancer
(IARC) [69]. Conforme estudos de Belzile e colaboradores (2011), pessoas que vivem
proximas a areas contaminadas estao sujeitas a ingerirem diariamente entre 1,0 a 80
ug de Sh. Essa ingestao, seja por alimentos, por fontes ambientais ou agua, tem sido

maior que a forma mais comum de contaminacao, que € a inalacao [70]

A maior toxidade do Sb(lll) é devida a sua maior afinidade pelos grupos
funcionais presentes nas células, que pode vir a ocasionar uma desativacdo de
possiveis sitios ativos funcionais. A toxidade dessa espécie é devida a sua alta
afinidade pelos eritrécitos e grupos sulfidrila das células, enquanto que o Sb(V)
praticamente ndo consegue permear os globulos vermelhos [7]. Adicionalmente, tem
sido proposto que em meio biolégico o Sh(V) pode ser reduzido a Sb(lll) por tidis
presentes nos organismos. Tal proposta sugere que um do compostos mais provaveis
por essa reducdo pode ser a glutationa (GSH), cuja qual possui grupos sulfidrilas e
um tiol mais predominante no interior da célula. Entdo, essa reducéo resulta em uma

ligacdo quimica entre os grupos sulfidrilas (-SH) como o Sb(lll) como mostra a

E.A. Lima 14



Introducéo

Equacdo 3. Em contrapartida, o Sb(V) permanece livre no plasma e é expelido de

forma mais rapida [71].

SbO3 +5GSH+H*  —>  Sb(GS)s + GSSG + 3H20 (3)

Onde: GSH = C10H17N30e6S e
GSSG = C20H32N6012S2

Quanto a absorcéo de Sb por 6rgéos do corpo humano, comumentemente, as
espécies inorganicas se acumulam em 6rgdos vascularizados e tecidos,
principalmente nos rins, figado, baco e no sangue. Apesar de prejudicar as células
do organismo, o exato mecanismo dessa acumulacdo, no entanto, ainda nao é bem

estabelecido na literatura [72,73].

Alguns sintomas iniciais por intoxicacao de Sb podem ser observados, como
tontura, dores de cabeca, nausea, diarreia, tosse, reducéo de libido, dores no peito e
nausea [1]. A exposicao cronica ao Sb pela inalagdo provoca o desenvolvimento de
alguns problemas, tais como: pneucomoconiose associada a doenca pulmonar
obstrutiva, aumento de presséao arterial, problemas cardiacos, dor abdominal, Glceras
e dermatoses, conhecidas por manchas de Sb, que sdo um tipo de erup¢ao cutanea
gue infectam glandulas sudoriparas e sebaceas [9]. Segundo Santos (2006), essa
exposi¢cdo ainda pode provocar irritagdo na mucosa digestiva provocando vomitos,
salivacdo, hipotermia e hipotenséo [74]. Convém ainda mencionar que pode ocorrer
irritacdo do tecido conjuntivo, podendo provocar conjuntivite, segundo ATSDR (2017)
[75].

2.1.6 Preparo de amostra de sucos para a determinacdo de antimdnio total

Por estar naturalmente em niveis traco em matriz de suco de frutas e aliado a
complexidade dessa matriz, a determinacdo de antimdnio é na maioria das vezes um
desafio analitico. Interferéncias espectrais e perdas por volatizacao, resultantes de
preparo de amostras, sdo dificuldades geralmente encontradas nas determinagdes
rotina desse analito. Assim, conforme a natureza da amostra, o0 método de preparo e
a técnica analitica a serem escolhidos séo etapas criticas do processo de

guantificacao.
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Para a determinacdo de metais em sucos, técnicas espectroanaliticas séo
geralmente empregadas. A introducdo da amostra nesses sistemas, na maioria das
vezes, precisa ser feita na forma de solucdo em que o analito esteja na forma
compativel para analise. Portanto, na maior parte dos processos, procedimentos
associados ao preparo de amostras precisam ser empregados para que a matéria
organica seja eliminada ou convenientemente diminuida [76]. A diminuicdo de
compostos organicos podem ser feitas empregando diluicbes ou decomposicdes
parcial. Ja para a decomposicao total, a abertura de amostra pode ser feita por via
umida, conhecida por digestéo, ou por via seca, comumente chamada de calcinagéo

ou incineracao.

Por apresentar grandes quantidades de componentes solidos como acucar,
proteinas, amido e diferentes aditivos, a abertura da matriz de sucos é uma atividade
complexa e laboriosa [77]. Além disso, essas matrizes apresentam uma grande
guantidade de compostos inorgéanicos formados por elementos como calcio, potassio,
magnésio, sodio, cloretos, sulfatos e fosfatos [78]. A alta carga de componentes
solidos aliados a alta viscosidade tornam a analise direta, por vezes, um procedimento
ndo viavel por gerar problemas na introdugdo da amostra, além de interferéncia de
matriz e interferéncia espectral em técnicas analiticas como FAAS [79], GFAAS [80]
ICP-OES [81,82], por exemplo. Assim, as amostras de sucos podem ser diluidas e/ou
decomposta parcialmente, ou ainda, mineralizadas para diminuir ou destruir a matéria
organica, respectivamente. Entretanto, para uma degradacao eficiente dos compostos
organicos, ou seja uma mineralizacdo completa, se faz necesséario o uso de
guantidades consideraveis de reagentes, que podem ser uma fonte adicional de

contaminacgao para as amostras que estado sendo analisadas [77].

Na decomposicéo por via umida &cidos oxidantes como os acidos sulfurico,
nitrico e perclérico (ou a mistura deles) adicionados de dgua oxigenada se necessario,
sdo comumentemente empregados. Na decomposi¢ao por via seca em forno mufla e
utilizando reagentes como o MgO e Mg(NOs)2 no preparo das amostras, ha um

aumento na velocidade de oxidacéo e perdas por volatilizacdo séao evitadas [83].

Nesse contexto, procedimentos de decomposic¢éo total por via Umida em sucos
para a determinagcédo de Sb podem ser efetuados em sistemas fechados como em

forno de microondas [64,84] ou em sistemas abertos que podem ser chapa de
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aguecimento ou bloco digestores [85]. Decomposicédo parcial da matéria organica
também pode ser utilizada para minimizar a presenca de compostos organicos [86].
O procedimento de diluicdo das amostras também pode ser empregado nesse sentido
[59,60,62,87]. A mineralizacdo por via seca € também usada para total destruicdo dos
compostos organicos através de aguecimento em forno mufla [88]. A Tabela 6 mostra
trabalhos que quantificaram o antimdnio em diversos tipos de suco, assim como as
técnicas analiticas empregadas e procedimentos utilizados na abertura dessas

matrizes.

Uma interessante estratégia de preparacdo de amostra € acidificar as amostras
de suco para promover a extracdo da espécie de interesse. El-Hadri e colaboradores
(2007) determinaram arsénio total em sucos, refrigerantes e chas por geracdo de
hidretos e fluorescéncia atbmica (HG-AFS) por analise direta, sem mineralizacéo das
amostras. Eles prepararam as amostras com concentracéo final de 2 mol L'* de HCI,
e bons limites de deteg¢do, 0,01 a 0,03 ng mL?, foram alcancados e ndo houve
diferenca significativa entre 0 método de referéncia por via seca e a analise direta [89].
Como arsénio e antimdnio tem comportamento quimico parecido, a extracdo acida

seria uma interessante metodologia para ser aplicada ao antiménio.
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Amostra Preparo de amostra Técnica Analitica  Concentracdo (ug LY Referéncia
Suco de laranja e de liméo Diluicdo de 1:1 com HNO3 4% ICP-MS 0,28 - 1,05 [87]
Suco de Liméo Mineralizacdo por via seca em forno mufla INAA 0,004 - 0,029 [88]
_ Mineralizacdo por via imida por HNOs e
Suco de laranja ) ICP-OES 5-384 [85]
H.SO.,em bloco digestor
Suco de laranja e outras digestao em forno de microondas fechado .
ICP-0a-TOF-MS N&o revelada [84]
amostras com HNOs e H20»
Sucos de morango, _ o
_ Adic&o de padréo e diluicdo com HNO3; ICP-MS 12,3 -447 [59]
framboesa e cereja
_ oL Filtragem através de filtro 0,45 pm e dilucéo
Sucos de laranja e limao, ICP-MS 1,11-1,23 [60]
de 10 vezes;
Decomposicao parcial com 4gua-régia
Sucos de maca,cenoura e ) o L
seguida de sonicagédo e diluicho com HNOs; HG-ICP-OES 4,0-13,08 [86]
banana
e H,O,
Sucos de damasco, de Extragdo em ponto nuvem com triton X-114
_ _ o FAAS 59-18,7 [63]
uva, de cereja e limao e um complexante iénico (VPB*) a pH 10
Sucos de toranja, laranja e Digestdo em forno de microondas com
IC-ICP-MS 092-1,2 [64]
uva HNO;3
Suco de uva Diluic&o de 10 vezes ICP-MS ND - 4,0 [62]

ang g*; ND — Né&o disponivel
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2.1.7 Especiagéo de antimonio inorganico em agua

A agua desempenha papel fundamental na manutencdo da vida em varios
ecossistemas, atuando em fun¢gBes de transporte de nutrientes para células,
hidratac&o do corpo, entre outras fungdes corporais [90]. Minerais essénciais como 0
célcio, sodio, potassio e magnésio, que s80 necessarios para a manutencao da vida,
geralmente fazem parte de composicao da agua, bem como elementos téxicos podem
também estar presentes. No entanto, a toxicidade desses elementos para o organismo
depende de sua concentracao e de sua forma quimica disponivel. Assim, conhecer as
caracteristicas, os mecanismos de a¢éo e biodisponibilidade dessas formas quimicas,
€ um importante passo para estimar a toxidade de um elemento [91]. Portanto,
determinar essas diferentes espécies quimicas, comumentemente chamada de
especiacao, é essencial para estimar a sua toxidade. Dentre esses contaminantes, 0
antiménio atualmente ocupa uma posicdo de destaque tendo em vistas sua

classificacdo como poluente perigoso para saude humana [9,10].

Conforme a IUPAC (2000), especiacdo consiste de atividades analiticas de
identificacdo e/ou determinacdo de quantidade de uma ou mais espécies quimicas
individuais em uma determinada matriz. Dessa maneira, o termo espécie quimica
corresponde a uma forma especifica de um elemento, seja do estado de oxidacao
e/ou da estrutura eletrbnica, da composicao isotdpica e da estrutura complexada ou
molecular [92]. Diante disso, o estudo de especiacdo envolve a distribuicdo e

monitoramento das espécies quimicas de um determinado sistema.

Na especiacdo, a amostragem deve ser realizada empregando-se cuidados
especificos para preservar o estado de oxidagcdo em que espécies quimicas se
encontram na matriz. O procedimento deve garantir que até o momento da analise as
espécies quimicas mantenham o equilibrio quimico estabelecido antes da coleta,
diferentemente da abordagem feita na determinacgao total do analito. A determinacéo
total pode ser utilizada para verificar se houve alguma contaminacdo durante o

procedimento de amostragem na especiacao ou se ocorreu perda de analito [93].

s

A especiacdo de antimdnio geralmente é realizada de duas maneiras. A
primeira, chamada de especiacdo cromatogréfica, consiste na separacdo das
espécies quimicas baseada na cromatografia liquida de alta-eficiéncia (HPLC)
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acoplada as técnicas de deteccdo de plasma indutivamente acoplado a
espectrometria de massas (ICP-MS), espectrometria de fluorescéncia atbmica (AFS)
e a espectrometria de absorcdo atdmica (AAS) [94]. Assim, as espécies organicas e
inorganicas de Sb sdo separadas e quantificadas. A segunda estratégia serve apenas
para especiacdo de Sb inorganico e é conhecida por especiacdo ndao-cromatogréfica,

sendo realizada em duas etapas.

Nesse sentido, para especiacdo nao-cromatografica, emprega-se o método de
geracao de hidreto do antiménio, que sera discutido em maior profundidade no tépico
3.2.1, através da reacdo com o ion tetrahidroborato (THB), cuja as técnicas AAS e
AFS sdo as mais empregadas em analises de especiacdo de antimbnio. Esta
metodologia permite a especiacdo de Sb total, de Sb(lll) e Sb(V), sendo esta ultima
concentracéo estimada pela diferenca entre o Sb total e o Sb(lll). Na determinacao do
Sb total, adiciona-se um agente pré-redutor para fazer a redugéo do Sb(V) para Sb(lll),
levando todo antimdnio presente para o menor estado de oxidacdo. ApOds isso, € feita
a da adicao do THB para a formacéao dos hidretos de antiménio, SbHs, e a espécie é
detectada. Na etapa final, apenas o Sh(lll) é determinado, pois se faz a adicdo de um
agente mascarante para Sb(V), impedindo que este reaja com o THB, e apos isso €
feita a geracéo do hidreto pela adicao de THB [12].

2.2 Técnicas analiticas para a determinacédo de antiménio

Por ser naturalmente encontrado em niveis de concentracdo de pg L2, é comum
para sua determinagdo/especiacdo um preparo de amostra aliado a técnicas com
sensibilidade analitica adequada. Devido a essa baixa concentracdo, algumas
metodologias de separacao e pré-concentracdes adicionais séo por vezes requeridas
antes da andlise, tais como: extracdo em ponto nuvem (CPE) [95], extracdo em fase
sélida (SPE) [96], extracdo por membrana liquida (LME) [97], extrac&o liquido-liquido
(LLE) [98], extracdo em gota Unica (SDE) [99], microextracao liquido-liquido dispersiva
(DLLME) [100].

Técnicas hifenadas tém sido empregadas com  sucessO na
determinacao/espéciacdo de Sb, como a cromatograifia i6nica (IC) acoplada a
geracdo de hidreto e detecdo por espectrometria de emissdo 6tica com plasma
indutivamente acoplado (HG-ICP-OES) [101,102]. Da mesma forma, a geracdo de
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hidreto e detecao por espectrometria de emissédo atbmica com plasma indutivamente
acoplado (HG-ICP-AES) [103], espectrometria de absor¢cdo em chama (FAAS) [104],
vaporizacao eletrotérmica acoplada a espectrometria de de emissdo atbmica com
plasma indutivamente acoplado (ETV-ICP-AES) [105], espectrometria de absorgéo
atbmica (ETAAS) [106], determinacdo cinética-espectrofotométrica [107] e
espectrofotometria [108] foram empregadas na determinacdo de espécies de

antiménio em bebidas e amostras biolégicas.

Para separacdo de espécies inorganicas e organicas de Sb inorganicas, técnicas
de cromatografia liquida (LC) [109,110] e eletroforese capilar (CE) [111] foram
também empregadas. Outras estratégias analiticas como voltametria de redissolucéo
anodica [112,113], voltametria de redissolucao catodica [114,115], espectrometria de
emissdo atdmica com plasma induzida por microondas (MIP-AES)[116] e por

fluorescéncia de raio-X [117,118], foram igualmente empregadas com sucesso.

Dentre essas técnicas, a geracdo de hidreto acoplada a espectrometria de
absorcéao atbmica (HG-AAS) e a espectrometria de fluorescéncia atémica (HG-AFS)
sao as técnicas mais empregadas nos trabalhos de especiacédo de antiménio. Devido
a alta sensibilidade, ampla faixa de trabalho e baixo custo instrumental, a HG-AFS tem

sido a técnica analitica mais empregada para a especiacdo de Sb em niveis traco [15].

2.2.1 A geracao de hidretos na determinac¢&o de antimoénio

A técnica de geracdo de hidretos (HG) compreende um processo de
derivatizagdo quimica no qual sdo produzidos hidretos volateis do analito resultantes
da reagdo com um agente redutor, que pode ser um metal ou um reagente especifico
gue, na maioria das vezes, € o tetrahidroborato de sodio (NaBH4)-(THB) em meio
acidificado [14,119]. Os hidretos produzidos séo transportados por um gas de arraste
inerte até o atomizador, onde ocorre a atomizacdo do analito. Elementos
ambientalmente importantes como o Bi, Se, As, Sb, Te, Ge, Pb e Sn podem formar
hidretos covalentes e volateis. Quando esses elementos sao analisados por
espectrometria atbmica, a HG tem sido a técnica analitica mais empregada [14]. A
principal vantagem dessa técnica reside na separacao do analito da matriz e, portanto,
na diminuigdo ou mesmo eliminacéo de interferéncias de matriz. Aliado a este fato, ha

um transporte de praticamente 100% do analito para detecgdo, melhorando a
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sensibilidade e o limite de detec¢cdo do método. Dessa forma, esta técnica se destaca
por ser uma excelente alternativa de introducdo de amostra nas determinacdes

espectrométricas [120].

Holak (1969), prop6s o primeiro trabalho utilizando a geragao de hidretos para
determinacao de arsénio por espectrometria de absorcdo atdmica em chama (FAAS).
Neste trabalho ele utilizou o zinco metalico como agente redutor para produzir a arsina
(AsHs) na amostra acidificada [121]. Tsujii e Kuga (1974), foi o primeiro trabalho a
acoplar a geracéo de hidreto a AFS ndo dispersiva. Apesar da limitacao da técnica na
época, limites de deteccdo de 2 ng de As e ampla faixa de trabalhos foram relatados
[122]. No ano seguinte, Thompson (1975) realizou o primeiro trabalho acoplando a HG
ao sistema de AFS dipersiva para determinacdo de As, Se, Sb e Te, e limites de

deteccdo situaram-se entre 0,06 a 0,1 ug Lt [123].

Nesses trabalhos iniciais, o0s sistemas de reducdo metal/acido eram os mais
empregados para a geracao dos hidretos. Apesar de melhorar o sinal analitico, o uso
desses sistemas apresentava limitacbes como o elevado tempo requerido para
formacédo do hidreto, pois a reagao tinha cinética lenta, o sistema de coleta era
susceptivel a interferéncia e perda, e a sensibilidade era limitada, devido a alta diluicdo
do hidreto durante a etapa de introdu¢cdo na chama de difusdo argénio/hidrogénio
[119,124]. Atualmente, o reagente redutor mais utilizado é a solucdo de NaBH4, que
precisa ser preparada em meio-basico para estabiliza-la. Esse redutor possui melhor
reprodutilidade e maior velocidade de reacdo, que facilita a implementacdo de
procedimentos de automacéo e confere alta frequéncia analitica em andalises quimicas
[124].

Neste contexto, a HG é a técnica empregada com maior frequéncia na
determinacao de Sb em niveis traco. Os compostos de antiménio reagem com o THB
em meio acido para gerar o hidreto de antiménio, comumentemete chamado de
estibina (SbHz). A reducdo do Sb(lll) ocorre em meio &cido forte para quase neutro
com cinética elevada, e o Sb(V) é reduzido somente em pH baixo e tém cinética lenta.
Assim, o vapor quimico gerado € transportado por argbnio e atomizado por AAS ou
AFS ou excitado por MIP ou ICP [13,125]. O acoplamento da geracdo de hidretos a
técnicas como ETAAS, AAS, ICP-OES, ICP-MS e AFS, além de ser extremamente

simples, promove limites de deteccado inferiores em relagdo a forma tradicional de
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insercdo da amostra (a nebulizacdo) na especiagcdo de antiménio [119].
Adicionalmente, a analise ndo-cromatrografica de Sb [126] emprega amplamente a
geracdo de hidretos acoplada a espectometria de fluorescéncia atdmica (HG-AFS)
[127].

De maneira geral, a geragdo de hidretos de antiménio depende dos seguintes
fatores: tipo e concentracdo do &cido utilizado, agentes redutores, concentracdo do
borohidreto de sédio, tempo de reacédo e eficiéncia no transporte dos hidretos até o
atomizador. Os agentes redutores sdo comumentemente utilizados para fazer a
reducao do Sb(V) para Sb(lll). A Equacao 4 mostra o potencial de reducéo de Sbh(V)
para Sb(lll). Assim, como pode ser observado, a reducéo deve ser feita em meio acido.
lodeto de potassio, L-cisteina, tioureia e brometo de potassio sdo os redutores mais
utilizados [128].

SbO472 + 2H30" + 2e™«> Sb0373 + H20 E° sp+s)sb+3) = + 0,69 volts (4)

O mecanismo da geracdo de hidreto atualmente mais aceito € o que foi
proposto recentemente por D’Ulivo e colaboradores (2010 e 2011) [129,130]. De
acordo com os autores, na geracéo de hidretos utilizando o borohidreto de sodio, ha
uma formacédo de complexos intermediarios entre o analito-borohidreto, onde ocorre
uma transferéncia gradual de atomos de hidrogénio desses complexos para o
substrato do analito provocando a formacéao dos hidretos. Conforme a hipotese desses

trabalhos, o mecanismo pode ser escrito simplificadamente pelas Equacdes 5 e 6:
THB + H30" + 2H20 — intermediarios — H3BO3 + H2 (5)

THB/intermediérios + Analito — AHn (6)

2.2.2 Espectrometria de fluorescéncia atbmica

Dentre as técnicas utilizadas para determinacdo de elementos-traco nos
ultimos anos, a espectrometria de fluorescéncia atbmica acoplada a um sistema
gerador de hidretos tem se tornado a mais popular. Baixo custo operacional,
simplicidade de equipamentos, ampla faixa de trabalho (de pg Lt a mg L?) e alta
sensibilidade analitica [15,131] s&o caracteristicas interessantes desta técnica. A

sensibilidade analitica elevada se deve ao fato de que sinal de fluorescéncia atbmica
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tem um baixo background, que é a principal vantagem da AFS quando comparada a
AAS [132,133]. Em virtude disto, os limites de deteccdo encontrados para Sb, por
exemplo, sdo comparaveis aos obtidos pela ICP-MS e ETAAS [131].

Andlises feitas por ET AAS precisam de modificadores quimicos, tém elevado
efeito de matriz e baixa frequéncia analitica. Determinacdes em ICP-MS, apesar de
ser uma técnica multielementar, tem elevada manutencéo operacional e consumo de
argbnio, além de em algumas andlises apresentarem caso criticos de efeitos de
matriz, que s&o caracteristicas negativas dessa técnica. Além disso, o0s
espectrometros de AFS sdo relativamente mais baratos que os instrumentos de
ETAAS e ICP-MS. Assim, a AFS representa uma alternativa interessante as técnicas

de espectrometria de massa e atdbmica [125,134].

O equipamento de AFS é geralmente baseado no uso da fluorescéncia atbmica
nao dispersiva e sdo equipados atualmente por lampadas de catodo oco com
descarga reforcada (BDHCs) como fonte de radiacdo. As espécies volateis obtidas na
geracdo de hidretos sdo separadas geralmente em um separador gas-liquido e
transportadas por um gas de arraste para atomizacéo e excitacdo em uma chama de
difusdo argonio-hidrogénio. Apos atomizagéao, os elétrons dos atomos do analito sdo
excitados pela fonte de radiagdo e sdo promovidos para um nivel mais alto de energia.
Em seguida, ao retornar ao nivel fundamental original, os elétrons emitem a energia
gue absorveram em forma de luz, dando origem ao fenbmeno da fluorescéncia
atdbmica [7]. A Figura 1 apresenta um desenho esquematico, visto de cima, do sistema
de detec¢cdo comum encontrado em instrumento de AFS.

A analise por AFS é extremamente afetada pela umidade. Na geracdo de
hidreto, quando o gas de arraste transporta os hidretos do separador gas-liquido para
célula de atomizacdo, carrega também vapores de 4gua. As goticulas de agua
espalham a radiagcéo provinda da fonte. Este problema foi identificado por D’Ulivo
(1995) ao propor um método sensivel para determinacao em nivel traco de antimoénio
por HG-AFS. Um sistema de atomizacdo em chama de argbnio-hidrogénio
miniaturizado foi proposto por ele para determinagéo de Sb em amostras certificadas,
e o limite de deteccéo alcangado foi de 22 pg cm? [135].
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| I > (d)

(c)

Figura 1 llustracdo do sistema de deteccéo do instrumento AFS. (a) lampada de catodo oco,
(b) atomizador, (c) chama de difusao argdnio-hidrogénio e (d) fotomultiplicadora. (Adaptado)
[15].

Metodologias interessantes para determinacéo/especiacdo de Sb em aguas
usando a técnica HG-AFS tem sido recentemente propostas. Wu e colaboradores
(2007), determinaram Sb(lll) e Sb(V) em &guas naturais usando um sistema de pré-
concentracéo acoplado a HG-AFS. O ditiocarbamato de pirrolidina de amonio (APDC)
foi utilizado para pré-concentrar em pH 1 o Sb(lll). Assim, para 12 mL de amostra um
fator de enriquecimento de 17 foi obtido e frequéncia analitica de 24 amostras por
hora. O limite de deteccdo do método foi de 2,3 ng L*[136]. Um outro trabalho de
especiacao foi realizado por Wang e colaboradores (2014), Sb(lll) e Sb(V) foram pré-
concentrados em adsorvente de nanoparticulas de éxido de titanio (TiO2). Acido citrico
e HCI foram usado para extracao de Sb(lll) e Sb(V), respectivamente. Um fator de
enriquecimento de 20 foi alcancado e os limites de detecgédo foi de 10 ng L para
Sb(lll) e 13 ng L para Sb total [137]. No ano seguinte, Portugal e colaboradores
(2015) desenvolveram um método automatico para especiacado de Sb inorganico e
trimetilantimoénio (TMSb). As espécies organicas de Sb foram retidas numa coluna
catiénica, enquanto o antimoénio total era quantificado como Sb(lll). Desta forma, os
autores quantificaram Sb total, Sb total inorganico e o Sb(lll). O Sb(V) e o TMSb foram
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estimados por diferencas entre as concentracdes de Sb total inorganico e Sh(lll), e Sb
total e Sb total inorganico respectivamente. os limites de quantificacdo para Sb(lll) e
Sb(V) foi de 0,03 ug L, e do TMSb foi de 013 pg L* [138]. Santos e colaboradores
(2018), determinaram as espécies inorgancias de Sb usando um sistema de fluxo
continuo. As variaveis tempo de pré-reducdo, concentracdo de acido cloridrico e
concentracdo de borohidreto de sddio foram otimizadas usando um planejamento
fatorial completo seguido de uma matriz Doehlert. Apés otimizacéo, o método mostrou
limites de deteccgdo de 9 ng L [139]

Essencialmente, a espectrometria de fluorescéncia atbmica tem sido utilizada
como técnica uni-elementar, pois geralmente os equipamentos mais utilizados
empregam como fonte de radiagdo uma Unica lampada de catodo oco. No entanto,
alguns equipamentos apresentam a possibilidade acoplar duas ou mais lampadas de
catodo oco no sistema de detecc¢éo, que faz com que determina¢gdes multielementares
sejam possiveis. Desta forma, é possivel quantificar os elementos simultdneamente.
Zhang e colaboradores (2011), determinaram arsénio, bismuto telurio e selénio totais
por HG-AFS. Apés otimizacao do sistema, os limites de deteccao para As, Bi, Te e Se
foram de 0,0152 pg g%, 0,0080 ug g, 0,0022 ug g* e 0,0068 ug g, respectivamente
[140]. Zhang e Duan (2014), propuseram um método para a determinacdo simultanea
de mercurio inorganico e antiménio em ligas a base de chumbo por geracao de hidreto
duplo canal AFS. Os limites de detec¢do do método foram de 0,17 pg L para Hg(ll)
e 1,66 ug g* para Sh(lll) [141].

2.3 Planejamento experimental

Procedimentos experimentais podem ser otimizados empregando o tradicional
método univariado, em que os fatores (ou variaveis) séo otimizados utilizando-se o
classico sistema de uma variavel por vez. Assim, este tipo de trabalho, que envolve
um grande nimero de experimentos, pode fornecer condi¢cdes que permitem um valor
otimizado da resposta. Entretanto, por negligenciar a interacdo entre as variaveis, 0
resultado obtido ndo necessariamente corresponde as condicdes que levam ao 6timo
verdadeiro [142]. A otimizacdo fatorial, por outro lado, permite avaliar
simultaneamente o efeito de um grande nimero de variaveis, a partir de um namero

reduzido de ensaios experimentais. Desta Ultima forma, os resultados analiticos sao
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melhor sistematizados e compreendidos. O numero de publicacdes empregando essa
metodologia tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos, pois caracteristicas
como melhor estudo das variaveis, melhor eficiéncia e menor custo por andlise a

destacam em relag&o ao procedimento tradicional [143,144].

Nesse contexto, os procedimentos multivariados tém sido empregados com
frequéncia em otimizacbes de métodos de analises quimicas nos ultimos anos
[145,146]. Costumeiramente, no planejamento de experimentos, inicialmente € feito a
identificacdo dos fatores significativos para o processo através de um planejamento
fatorial completo de dois niveis, que fornece modelos lineares [147,148]. Apés isso, a
otimizacdo final € realizada através do estabelecimento de modelos quadréaticos
aplicando metodologias de superficie resposta (RSM). Para isso, pode-se recorrer a
um planejamento fatorial completo de trés niveis, composto central, matriz Doehlert e
planejamento Box-Behnken, que irdo fornecer valores de maximo ou de minimo do
dominio experimental pesquisado [145]. Essas ferramentas quimiométricas permitem
uma melhor caracterizacdo da importancia das variaveis experimentais nos métodos

estabelecidos, fato este que € muito relevante para métodos automaticos [149].

2.3.1 Avaliacao dos fatores

A principal técnica quimiométrica empregada tanto para otimiza¢do quanto para
investigacao da influéncia dos fatores é o planejamento fatorial completo de dois
niveis. Através de célculos de efeitos dos fatores e de suas interacdes, ela permite
avaliar como os fatores elencados influenciam na resposta. O numero de
experimentos necessarios para o0 desenvolvimento desse planejamento é
determinado pela expressdo n = 2 ¥, sendo n o nimero de experimentos e k o nimero
de fatores [150]. Conforme Ferreira (2015), essa expressao torna possivel todas as
combinac¢des envolvendo todos os fatores em dois niveis, cuja identificacdo dos
termos é - 1 para o nivel inferior, e + 1 para o nivel superior. Para determinacdo do
erro experimental, no entanto, é necessario repeticbes auténticas de todo o
planejamento, o que implica em duplicar a quantidade de experimentos efetuados.
Uma solucdo para isso € realizar experimentos com repeticbes no ponto central, ou
seja, valor codificado (0) [144]. A Tabela 7 mostra uma matriz de planejamento de 3

fatores, por exemplo.

E.A. Lima 27



Introducéo

Tabela 7 Exemplo de matriz de planejamento fatorial completo (23).

Experimentos Fator A Fator B Fator C Resposta
1 -1 -1 -1 Y1
2 -1 -1 1 Y2
3 -1 1 -1 Y3
4 -1 1 1 Y4
5 1 -1 -1 Y5
6 1 -1 1 Y6
7 1 1 -1 Y7
8 1 1 1 Y8
9 0 0 0 Y9
10 0 0 0 Y10
11 0 0 0 Y11

Planejamentos completos de dois niveis com mais de 4 fatores sé&o
praticamente inviaveis de serem executados, tendo em vista o elevado numero de
experimentos. Para esses casos, modelos fatoral fracionarios (2k — x), onde x € a
reducdo do numero de experimentos, sdo mais indicados [150]. Assim, o resultado do
planejamento fatorial de dois niveis pode ser avaliado por ferramentas matematicas

como calculos dos efeitos, graficos de pareto e médias marginais [144].

2.3.2 Planejamento Box-Behnken

A matriz Box-Behnken € uma das metodologias de superficies de resposta
mais conhecidas para otimizar experimentos, sendo proposta por Box e Behnken em
1960 [151]. O desenho desse planejamento pode ser representado por uma figura
geomeétrica em forma de um cubo, onde suas coordenadas da matriz correspondem
aos pontos médios nas arestas e 0 ponto central esta exatamente no centro do cubo

ilustrado na conforme mostra a Figura 2.
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Figura 2 Representacao grafica dos pontos experimentais de um planejamento Box-
Behnken: (a) ponto no cubo, (b) pontos em cartesiano.

De maneira geral, a matriz Box-Behnken requer poucas combinacdes de
fatores sendo estes estudados sempre em trés niveis - 1, 0 e + 1, e 0 numero de
experimentos (N) necessarios para sua execucéo é dado por N = k? + k + Co, onde k
representa o niumero de variaveis e Co 0 numero de pontos centrais [152]. A Tabela 8
mostra um exemplo de matriz de trés fatores. O erro € estimado pelas réplicatas do
ponto central, da mesma forma que é efetuado no planejamento completo de dois

niveis.

Apos tratamento matematico adequado obtidos via software, € possivel obter
um modelo que expressa a relacédo linear e quadratica existente entre os fatores. Essa
funcdo é representada genericamente na Equacéo 7, onde R é a resposta analitica;
bo o termo independente; b1, b2 e bs sdo coeficientes lineares; bii, b2z e bss sdo
coeficientes quadraticos; biz, biz e b2z sdo os coeficientes correspondentes as

interacdes e os fatores séo representados por Xi, Xz e Xas.

R = bo + b1X1 + b2X2 + baXs + b11(X1)? + b22(X2)? + bas(X3)? + b1oX1X2 + b1aXiXs +
b23X2X3 (7)

Experimentos da matriz Box-Behnken possuem menos pontos do que
experimentos centrais compostos (CCD) e por isso sua execucdo € menos laboriosa
com 0 mesmo numero de fatores, sendo essa a sua principal vantagem. Outra
vantagem é o fato de que sua matriz de planejamento nao inclui a possibilidade de
gue os fatores serem estudados em nivel maximo ou minimo como ocorre no

planejamento 3. Assim, esses planejamentos sdo Uteis para evitar experimentos
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sejam realizados sob condi¢cdes extremas para 0s quais resultados insastisfatorios

possam ocorrer. [144]. Dessa forma, os coeficientes de primeira e segunda ordem

podem ser estimados eficientemente [152].

Tabela 8 Matriz de planejamento Box-Behnken para trés fatores.

Experimentos A B C Resposta
1 -1 -1 0 Y1
2 +1 -1 0 Y2
3 -1 +1 0 Y3
4 +1 +1 0 Y4
5 -1 0 -1 Y5
6 +1 0 -1 Y6
7 -1 0 +1 Y7
8 +1 0 +1 Y8
9 0 -1 -1 Y9
10 0 +1 -1 Y10
11 0 -1 +1 Y11
12 0 +1 +1 Y12
13 0 0 0 Y13
14 0 0 0 Y14
15 0 0 0 Y15

2.4 ConsideragcOes sobre sistemas automaticos de analise quimica

Procedimentos de andlises quimicas usuais sdo comumente desenvolvidos e

aplicados em laboratdrios e centros de pesquisas de todo o mundo. Nesse sentido,

procedimentos analiticos que se destacam apresentam caracteristicas interessantes

do ponto de vista da quimica verde. Segundo Trojanowicz (2008), procedimentos que
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tenham menor consumo de insumos, baixa geracéo de residuos, maior sensibilidade,
menor custo, frequéncia de amostragem adequada, menor risco de intoxicacdo do
analista e de facil execucédo, sédo fortemente requisitados dada a alta demanda das
andlises [153]. Estas caracteristicas s&o largamente encontradas em meétodos
automaticos de andlise, e estdo cada vez mais presentes e competitivos em quimica

analitica.

Nos ultimos anos, uma parte consideravel da quimica analitica tem-se dedicado
ao desenvolvimento de sistemas automaticos, bem como de novas metodologias e
adaptacdes para esse fim sdo cada vez mais requeridas. Os analisadores automaticos
podem ser classificados em trés grupos: analisadores automaticos discretos ou em
batelada; analisadores automaticos robotizados; analisadores automaticos em fluxo.
Uma leitura mais detalhada pode ser realizada em trabalhos voltados a composicéao,

funcionamento e caracteristicas desses sistemas [154,155].

Para Kolev e Mckelvie (2008), apesar da importancia dos métodos em batelada
e dos métodos robotizados, na implementacao e automatizagcéo de procedimentos de
analises, os métodos em fluxo registram um acentuado crescimento, tanto em termos
de divulgacéo cientifica, quanto em areas de aplica¢do industrial e académica [156].
Os analisadores automaticos em fluxo (FIA) se destacaram devido a apresentar
elevada frequéncia analitica, alta sensibilidade, baixo consumo de reagentes e
amostra, baixa geracéao de residuo, bem como facilidade de automacao. Desta forma,
uma boa parte dos procedimentos automéaticos de andlise séo realizados por métodos
em fluxo [157].

Apoés o primeiro analisador automatico em fluxo, desenvolvido por Leonard
Skeggs em 1957, inUmeros analisadores tém sido propostos conforme mostra a
Figura 3. Analise por injecdo em fluxo (do inglés: flow injection analysis - FIA) em
1975 [158], andlise em fluxo monossegmentado (monosegmented flow analysis -
MSFA) em 1985 [159], analise por injecdo sequencial (sequential injection analysis -
SIA) em 1990 [160], analise em fluxo multicomutado (multicommutation in flow
analysis - MCFA) em 1994 [161], analise em fluxo utilizando multiseringas
(Multisyringe flow injection analysis — MSFIA) em 1999 [162] e o analise em fluxo-
batelada (flow-batch analysis - FBA) [163]. Cada um desses sistemas apresentam

caracteristicas peculiares como as diferentes combinacfes de caracteristicas, como
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o tipo de confluéncia, bombeamento/ aspiracdo de amostras e reagentes e sua
segmentacdo. Maiores detalhes desses sistemas como suas principais aplicacdes e
evolucao histérica, podem ser encontrados em artigo de revisdo publicados
recentemente [16,164-168].

Analise em fluxo Analise em fluxo Analise em fluxo
segmentado (SFA) monosegmentado (MSFA) multicomutado (MFA)
1955 1960 1975 1980 1985 19490 19495 2000
| | I | | | ...
1 | | | | 1
Andlise por injegdo Andlise por injegdo Andlise em fluxo-
em fluxo(FIA) sequencia| (S|A) batelada (FBA)

Analise em fluxo
utilizando
multiseringas (MSFA)

Figura 3 Linha do tempo para os principais analisadores automaticos em fluxo desenvolvidos.

Basicamente, os sistemas em fluxo exibem uma configurac&o geral comum, que
€ mostrada na Figura 4. Geralmente, a propulsdo dos fluidos é realizada por uma
bomba peristaltica, embora varios outros mecanismos possam ser utilizados com esta
finalidade, como as bombas pistdo (Figura 4 (a)). Injetor proporcional ou mais
modernamente valvulas solenoides ou rotatérias fazem o controle adequado das
aliguotas de reagentes e amostras adicionadas ao sistema (Figura 4 (b)). Para
proporcionar a mistura, digestdbes ou separacdes entre amostras e reagentes, sao
utilizadas bobinas de reacéo, que podem ser modificadas conforme seja o interesse
do processo (Figura 4 (c)). O sistema de deteccdo pode se encontrado das mais

diversas maneiras conforme a necessidade da analise (Figura 4 (d)).
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Figura 4 Configuracdo geral de um sistema de analise em fluxo simples. (a) exemplos de
sistemas para propulséo dos fluidos, (b) exemplos de sistemas de injecéo, (c) exemplos de
sistemas de mistura e (d) exemplos de detectores.

2.4.1 Sistemas automaticos em fluxo-batelada

O sistema automatico em fluxo-batelada (FBA) alia as vantagens dos sistemas
em fluxo com as dos sistemas em batelada, permitindo facil automacdo de
procedimentos multi-etapas e multi-reagentes. Assim, ele reune as melhores
caracteristicas analiticas dentre os sistemas autométicos, pois devido a sua
configuracdo de construcdo, a dispersdo € praticamente inexistente, o que
proporciona menores limites de deteccao e elevadas taxa de amostragens. Quando
comparado aos outros sistemas automaticos descritos, o FBA é bastante versatil pois
permite a preparacdo de solucdes de calibracdo on-line e, por ndo usar fluido

carregador, gera pouco residuo [16].

Uma forma esquematica de um sistema de analise flow-batch (FBA) pode ser
observado na Figura 5, com todos 0os componentes estruturais comumente utilizados
para véarias operacdes unitarias no processo de andlise. O sistema é constituido pelas

seguintes partes:
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Figura 5 Esquema simplificado com os componentes principais de um sistema fluxo batelada.
(a) camara de mistura; (b) agitador magnético; (c) vélvulas solenoides de trés vias; (d) bomba
peristaltica; (e) acionador de valvulas; (f) detector; (g) computador.

e Camara de mistura (Figura 5 (a)): Um das principais caracteristicas do FBA é
a camara de mistura ou camara reacional. E constituida por uma pequena peca
cilindrica, geralmente de Teflon® ou acrilico, com volume interno variavel de 0,5 a 2,0
mL. No interior da camara ocorre a maior parte dos procedimentos analiticos, como
por exemplo, a adi¢cdo, homogeneizacao, pré-tratamento, reacdes, acondicionamento
dos fluidos, preparo de solucBes de calibragdo, podendo ter também deteccdo do
analito, etc. A eficiente mistura dos fluidos pode ser alcancada utilizando-se uma
pequena barra magnética em seu interior, em que o movimento dessa barra é feito
pelo campo gerado no acionamento de um agitador magnético (Figura 5 (b));

¢ Adicdo dos fluidos: no FBA, volumes predefinidos e precisos de reagentes e
amostras, adicionados ou aspirados da camara de mistura, sdo controlados através
do acionamento das valvulas solenoides (Figura 5 (c)). Alguns outros dispositivos de
comutacdo podem ser empregados, como valvulas ping¢a, valvulas SIA, microbombas
(que executam a funcéo da valvula e do sistema de propulséo), etc;

¢ Propulséo dos fluidos: para efetuar a propulsao dos fluidos no FBA, geralmente
€ utilizado uma bomba peristaltica (Figura 5 (d)), devido a sua capacidade de
impulsionar os liquidos por vérios canais simultaneamente, mantendo a vaz&o

constante.
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e Deteccao: o dispositivo empregado para deteccao (Figura 5 (f)) vai depender
do método empregado na andlise, podendo até, caso necessario, acoplar o detector
a camara fazendo a chamada deteccao “on-line”;

e Sistema de controle: todo o controle do sistema é realizado com o auxilio do
computador (Figura 5 (g)), garantindo velocidade e precisdo nas analises. Para o

controle das valvulas é utilizado um acionador de valvulas (Figura 5 (e)).

Por aliar as caracteristicas intrinsecas dos analisadores em fluxo (alta velocidade
analitica, baixo consumo de amostra e reagentes, baixo custo de montagem e
facilidade de automatizacdo) e dos analisadores em batelada (universalidade de
aplicagbes, robustez e versatilidade), o analisador fluxo-batelada apresenta
parametros de desempenho superiores, tais como: altas precisdo e velocidade
analitica, baixo custo por andlise, baixo consumo, manipulagdo e contaminagdo de

reagentes e amostras e geracdo de pouco residuo para o meio ambiente.

O sistema FBA foi inicialmente proposto para analises de titulacdo empregando
o método de Fibonacci como forma de detectar o ponto final [163], entretanto, e por
suas excelentes caracteristicas analiticas, notou-se que devido as suas configuracdes
aliarem as melhores caracteristicas dentre os sistemas automaticos, esse sistema
possibilita a aplicacdo em outros procedimentos analiticos. Assim, diversas
metodologias analiticas tém sido propostas explorando o uso do sistema em fluxo-
batelada.

Nesse sentido, algumas aplicagbes foram feitas empregando a metodologia
FBA como: estratégias de pré-tratamento de amostras, como extracao liquido-liquido
[169,170] e digestdo [171], analises screening [172], titulacdes [173] e titulacdes
baseadas em filmes digitais [174], adicdo de padréo [175] e abordagens explorando
guimiluminescéncia [176,177], fluorescéncia [170], turbidimetria [178], nefelometria
[179] e fotometria [180] ja foram desenvolvidas. Alguns trabalhos acoplaram a
deteccao, utilizando uma webcam para captura das imagens digitais, a camara de
mistura [181,182]. Recentemente, a cAmara de mistura foi utilizada para extracdo com

nanoparticulas magnéticas [183].

Convém ressaltar que o sistema fluxo-batelada até o presente momento foi
empregado tanto em preparo de amostras com em determinacdes utilizando a camara

de mistura para misturar, homogenizar e promover rea¢cdes. No entanto, esse sistema
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ainda nao foi utilizado como um sistema de separacdo de mistura, na forma de um
separador gas/liquido com um gerador de hidretos, por exemplo. Assim, esta
interessante possibilidade de aplicacdo se mostra como uma lacuna na concepc¢ao do

sistema fluxo-batelada até o presente momento.

2.4.2 Sistemas automaticos para determinacao de antimdnio

Os sistemas automaticos mais empregados para a determinacao e especiacao
de antimdnio nas mais variadas matrizes sao os sistemas por injecdo em fluxo (FIA)
e o0 sistema por injecado multiseringa (MSFIA), conforme mostra a Tabela 9. O sistema
de fluxo continuo (CFA) aparece com uma terceira estratégia automatica mais
empregada. O acoplamento do sistema automatico com a técnica de deteccédo

favorece dentre outras caracteristicas, a velocidade analitica.

A frequéncia analitica € uma das caracteristicas que se destacam em um
sistema automatico. Dentre os trabalhos iniciais de determinacdo de Sb apresentados
na Tabela 9, Semenova e colaboradores (2005) propuseram o MSFIA como o primeiro
sistema automatico com frequéncia analitica adequada em analises de rotina de
determinacao e especiacdo de Sb total e Sb(lll), apresentando um total de 18 analises
por hora [184]. Santana e colaboradores (2016), propuseram 0 mesmo sistema
aplicado a determinacdo de antimonio, arsénio e selénio em amostras de amendoim.
Este sistema permitiu alcancar frequéncia analitica de 45 determinacdes por hora de
Sb, no entanto, este sistema so foi empregado na determinacdo de Sb total [185].
Para especiacao, o sistema proposto por Pacheco e colaboradores (2007), foi o que
relatou maior velocidade de analise, um total de 23 determina¢des por hora [186].

A geracédo de hidreto (HG) é de fato a técnica mais empregada na montagem
desses sistemas, juntamente com a fluorescéncia atbmica (AFS) como técnica
espectroanalitica mais utilizada na sua detec¢cdo. Outras técnicas como
espectrometria de absorcdo atdmica (AAS), espectrometria de emissao 6tica por
plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de massa por plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria UV-Vis necessitam de
procedimentos de extracdo/pré-concentracao para atingir o nivel de concentracdo em

gue o Sb é encontrado.

E.A. Lima 36



Tabela 9 Sistemas automatico para determinacdo de Sb encontrados entre 2001 e 2017.

Introducéo

Técnica Amostras Limite de deteccdo (ug LY) Observacgédo Ano Ref

FIA-HG-AAS Tecido e sangue de 1,0 Sb(lll) e 0,5 Sh(V) Extracdo/pré-concentracdo de Sb(lll) 2001 [187]
hamster e Sh(V)

CFA-HG-AFS Leite 0,003 Sb total 2003 [188]

CFA-HG-GFAAS Agua do mar 0,005 Sh(ll) pré-concentracdo de Sb(lll) 2004 [189]

0,010 Sb total

MSFIA-HG-AFS Aguas certificadas e 0,08 Sb(lll) e Sb total 2005 [184]
concentrado de chumbo

FIA-HG-ICP OES Urina 0,07 Sb(lll) e Sh(V) Extrac@o/pré-concentracdo de Sb(lll) 2007 [186]

FIA-HG-GPCL? Aguas e solos 0,18 Sb total Pré-concentracao em baixa 2010 [190]

temperatura;

FIA-HG-ICP-MS Agua do mar, 4gua de lago, 0.013 Sb(lll) e 0.021 Extracdo/pré-concentracao de Sb(lll) 2011 [96]
agua de rio Sh(V) e Sh(V)

MSFIA-HG-AFS Agua do mar, agua potavel 0,03 Sb(lll) e Sh(V); 2015 [138]
e agua subterranea 0.13 TMSb

MSFIA-HG-AFS Amendoin 0,04 Sb total 2016 [185]

Lab-in-syringe-UV-Vis Aguas e drogas anti- 1,8 Sb total Extracdo/pré-concentracdo 2016 [191]
Leishmaniose

MSFIA-HG-AFS solos 0,9 ng g* Sh(lll), Sb(V), 2017 [192]

TMSb(V) e Sb total

aGPCL - quimiluminescéncia da fase gasosa; °
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Introducéo

Os procedimentos de pré-concentracdo sdo realizados através de colunas
contendo algum adsorvente para antimonio. Esses sistemas geralmente empregam
esses procedimentos antes da geracdo do hidreto, ou convenientemente podem
também fazer pré-concentragéo do analito no préprio atomizador [189]. Por apresentar
uma alta sensibilidade, o uso da AFS dispensa procedimentos de pré-concentracao e

bons limites de deteccéo sao alcancados.

Uma caracteristica negativa comum aos sistemas automaticos que trabalham
com geracao de hidretos, reside no fato de que para promover a liberacado do analito
da matriz, apés a mistura de reagentes e amostras em bobinas de reacgdo, estes
sistemas necessitam de um separador gas-liquido em sua composicdo. Assim, antes
da etapa de deteccéo, ha uma diluicdo dos hidretos formados com o gas de arraste,
hidrogénio produzido da reagdo entre o borohidreto de sddio com &cido cloridrico e

outras substancias concomitantemente produzidas nessa reagéo.
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3 DESENVOLVIMENTO DE UM METODO AUTOMATICO FLUXO BATELADA
PARA ESPECIACAO DE ANTIMONIO INORGANICO EM AGUAS

Antimonio, a exemplo do arsénio, ndo tem funcédo biolégica conhecida e €&
facilmente acumulado no organismo podendo causar diversos problemas a saude
humana dentre eles, como irritacdo respiratoria, pneumoconiose, manchas de pele de
antiménio, sintomas gastrointestinais, cardiotoxicidade e até pancreatite. Esse
elemento quimico é largamente empregado em fabricacdo de vidro, ceramica, tintas,
téxteis, bateria, metalurgia e borracha, como agente clarificador, como pigmento em
corantes e tintas, ou em aditivos. Além disso, sua propriedade de retardante de chama
€ destaque nas aplicagBes industriais. Devido a sua aplicacdo na indastria de
polimeros de polietilenoteraftalato , divesos estudos tém relacionado a presenca deste

metal em conteudos internos de bebidas, comidas e agua mineral.

Em sistemas aquaticos, o antiménio é encontrado nas formas inorganicas Sb(lll)
e Sbh(V), sendo estas formas as mais téxicas. Os glébulos vermelhos séo sitios ativos
para Sb(lll), sendo esta a principal explicacédo por essa forma de antiménio apresentar
10 vezes mais toxidade que a Sb(V). Estas espécies estao disponiveis no ambiente,
em concentracbes em nivel traco, e basicamente por processos nhaturais como
intemperismo de rochas e escoamento de solo e como resultado principalmente das

atividades antropogénicas [2].

Técnicas analiticas de sensiblidade adequada como a geracdo de hidretos e
fluorescéncia atdmica sdo, altamente, recomendadas nas determinacfes e
especiacbes de antimdnio. Como este metal esta presente em nivel traco de
concentracdo, 0 uso da geracdo de hidreto é extremamente viavel pois promove a
eliminacdo de matriz além de possibilitar praticamente que 100% do analito chegue a

deteccéao.

O sistema automético fluxo-batelada oferece uma configuracdo muito
interessante em procedimento de especiacdo. Os reagentes e amostras podem ser
convenientemente adicionados a camara de mistura, e esta quando fechada, pode
funcionar como um separador gas-liquido, sendo portanto um gerador de hidretos.
Assim, dada a importancia da determinacéo e identificacdo das espécies de antimonio

em 4gua, juntamente com a necessidade de analises rapidas, robustas e
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reprodutiveis, este experimental propde um sistema automatico fluxo-batelada para

determinacao e especiacao de antiménio em amostras de aguas.

3.1 Experimental

3.1.1 Reagentes, solucdes e amostras

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. As
solucGes foram preparadas com agua ultrapura (condutividade < 0,1 uS cm ~ ') obtida
de um purificador Millipore Direct - Q5 UV (EUA). O material de vidro foi vigorosamente
lavado com 10% v v! de HNO3 e lavado com agua ultra-pura antes de ser usado. As
solucGes estoque padrdo de 1.000,0 mg L™ ' Sb(lll) e Sb(V) foram preparadas por
dissolugéo de quantidades adequadas de SbCls e SbCls em uma solugéo de HCl a

3% v v1, e armazenados a 4 °C.

As solucdes padréo de trabalho foram preparadas diariamente a 3% (v v') de
HCI (Merck, Alemanha) por diluicdo adequada da solugdo estoque. A solugéo de
NaBHs4 foi preparada diariamente dissolvendo-se uma quantidade adequada de
borohidreto de sédio (Fluka, Alemanha) em NaOH 0,1 mol L (Scharlau, Espanha) e
posteriormente filtrada através de uma membrana de nylon com tamanho de poro de
0,45 uym (Lida, EUA). Um agente prée-redutor Kl / AA [iodeto de potassio a 50% m/v
(Synth, Brasil) e acido ascérbico a 10% m v (Sigma-Aldrich, EUA)] foi preparado
diariamente para reduzir Sb(V) a Sh(lll). O acido ascorbico foi utilizado para evitar o
excesso de interferéncia do I3”™. Um agente macarante para Sb(V) (solucdo de citrato
de sédio a 10% m v?) foi preparado por dissolucdo (Merck, Alemanha) em agua

deionizada.

As amostras de aguas foram adquiridas na cidade de Maceid, Alagoas, cujos
tipos foram de agua mineral potavel (adquiridas de supermercado local), agua da
torneira (do laboratério da UFAL), agua de lago (da lagoa Mundau) e agua do mar (da
praia de Ponta Verde). Todas as amostras foram filtradas através de filtros de
membrana de acetato de celulose de 0,45 um, acidificadas até 3% com HCIl e
mantidas sob refrigeragdo em garrafas de vidro a 4 °C. Para quantificagao de Sb(lll),
as amostras foram aferidas a 5% com citrato de sédio.
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3.1.2 Desenvolvimento do sistema automatico

Equipamentos e montagem

A montagem do sistema automatico fluxo batelada foi realizada conforme as
descricbes a seguir. Uma camara de mistura em politetrafluoretileno (PTFE) foi
empregada para a adicdo dos fluidos, mistura, homogeneizacdo, formacdo dos
hidretos e separacdo gas-liquido, denominada camara flow-batch separador gas-
liquido (FB-GLS chamber). Esta cAmara possui seis canais de entrada e um canal de
saida para os fluidos na parte inferior, a abertura na parte superior foi utilizada para a
saida dos hidretos. O volume interno foi de 3 mL e em seu interior uma pequena barra
magnética em PTFE foi empregada para promover a agitacdo mecanica dos solugoes,
e sua rotacao foi feita com auxilio de um agitador magnético (Barnstead / Thermoline,
modelo 546410-16, EUA). Uma membrana de secagem (Perma Pure Inc., EUA) foi
conectada a saida da camara FB-GLS para impedir que a humidade fosse arrastada
para o AFS e provocasse a extingdo da intensidade de fluorescéncia atomica. Ar
sintético (Gas Linde, Brasil) foi empregado como gas de purga dessa membrana (2,5

L min —1).

Para propulsdo dos fluidos, foi empregada uma bomba peristéaltica Gilson®
(modelo Minipuls 3, Franca) equipada com 8 canais e 6 roletes e seis valvulas
solenoides de trés vias (Cole Parmer, modelo EW-01540-13, EUA). Os tubos de
transporte (1,0 mm d.i.,, Teflon®) foram usados como linhas de transmissdo dos
fluidos. O argénio foi utilizado como gas de arraste, e para o controle de sua vazao
um rotametro de baixa vazao (Supelco Analytical, 0 — 65,0 mL de vazao) foi utilizado
antes da sua entrada na camara fluxo-batelada. Para minimizar o volume morto e
consequente dispersdo do hidreto de antiménio apds a saida da camara de mistura,
o caminho até a entrada do espectrémetro de fluorescéncia atdmica foi mantido o mais

curto possivel com 18,0 cm de comprimento e 5,0 mm de diamatro interno.

Um notebook foi conectado a uma interface (USB6009, National Instruments®,
USA) para controle do sistema fluxo-batelada. Um acionador de valvulas foi construido
para controle da abertura e fechamento das valvulas solenoides. Este equipamento é
baseado em um circuito integrado ULN2803, fabricado pela Toshiba, que é um arranjo

de oito transistores do tipo Darlington, apropriados para suportar alta tensdo e
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corrente. Até 8 portas de saida podem ser controladas individual ou simultaneamente
por esse dispositivo. A Figura 6 mostra o diagrama esquematico da ligacdo entre o
notebook, a interface e o acionador de valvulas. As vélvulas solenoides sé&o
alimentadas com uma tenséo de 12 V, e sdo acionadas quando o ULN2803 recebe
uma tensao superior a 3,8 V em suas portas de entrada, gerando uma corrente de 150

mMA nas portas de saida, onde estdo conectadas as valvulas.
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Figura 6 Diagrama esquemético da ligacdo entre o notebook, a interface NI USB-6009 e o
acionador de valvulas.

Um espectrometro de fluorescéncia atbmica (AFS) (PS Analytical Millennium
System, Kent UK) foi empregado para as medi¢des analiticas. Este instrumento possui
uma lampada de cétodo oco de antiménio (Photron Super Lamp, Victoria, Austrélia)
como fonte de radiacdo que funciona com a seguinte configuragdo: uma corrente
primaria de 17,5 mA; uma corrente secundaria de 15,0 mA e um comprimento de onda
de 217,6 nm,. Os sinais de fluorescéncias obtidos durante as medidas foram
analisados através da altura do pico. A Tabela 10 mostra os parametros operacionais
do AFS. Para a manutencdo da chama de difusdo de hidrogénio, necessaria para a
atomizacao os hidretos gasosos, solu¢des de HCI (2 mol L=1) e NaBH4 (1% m/v) foram

bombeadas continuamente para produzir o gas hidrogénio.

Acoplando todos os componentes citados, o sistema automatico € entdo
caracterizado. A Figura 7 mostra uma foto do sistema automatico fluxo-batelada

desenvolvido para a andlise de determinacéo e especiacdo de antimdnio inorganico.
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Tabela 10 Parametros operacionais para o espectrobmetro de fluorescéncia atdmica.

Parametros Valores
Comprimento de onda (nm) 217,6
Ganho 100
Corrente primaria (mA) 17,5
Corrente secundaria (mA) 15,0
HCI (mol L) 2,0
NaBH;% (m v?) 1,0
Vaz&o HCI (mL min™?) 9,0
Vaz&do NaBH4 (mL min™") 4,5
Vazao do ar sintético (L min™) 2,5

Figura 7 Fotografia representativa do sistema em fluxo-batelada desenvolvido. (a) Notebook;
(b) bomba peristéltica; (c) acionador de valvulas; (d) rotametro; (e) interface USB; (f) agitador
magnético; (g) valvulas solenoides; (h) camara de mistura; (i) AFS.
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Desenvolvimento do programa de controle

Um programa para controle e gerenciamento do sistema automatico proposto
foi desenvolvido em software de linguagem de programacéao gréafica LabVIEW 2013®.
A interface do programa de controle foi desenvolvida de forma que todas as etapas e
procedimentos da analise possam ser configuradas de forma simples e intuitiva,

confome mostrado na Figura 8.
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Figura 8 Interface de controle do sistema automético fluxo-batelada desenvolvido.

O programa desenvolvido funciona baseado no tempo de acionamento, em
milissegundos, das valvulas solenoides. Baseado nesse tempo, e na rotacdo da
bomba peristaltica, é possivel contabilizar o volume de fluido movimentado. Assim, o
tempo de abertura das valvulas é proporcional aos volumes adicionados na camara
de mistura. Para isso, é realizado um estudo prévio de calibracdo em cada valvula

solenoide, que sera discutido em maiores detalhes no préximo tépico.

O sistema possui seis valvulas, onde cinco delas sao empregadas para adicdo
de amostra, acido cloridrico, solucdo pré-redutora (iodeto de potassio e acido
ascorbico), redutor (borohidreto de sodio), gas de arraste (argbnio) e uma para o
procedimento de descarte dos fluidos da camara. Para o acionamento de cada
vélvula, o tempo correspondente a sua abertura deve ser inserido abaixo de sua

nominacgao correspondente.
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A limpeza da camara de mistura é feita por adi¢cdo de acido cloridrico, agitacéo
e descarte, seguido pela abertura da véalvula do gas de arraste para retirada de todo
vapor quimico existente na camara e no sistema de deteccdo. Desta forma, o usuario
pode programar, de forma automatica, quantos ciclos de limpeza deseja que sistema
efetue. Apds limpeza e antes da andlise, o usuario pode realizar o preenchimento dos
canais utilizando o menu “ENCHER CANAIS” e fornecer o tempo para cada fluido,
assim como tempo de limpeza da camara de mistura apds esse enchimento. Desta
forma, o sistema ficara pronto para analise, pois canais entre as valvulas e a camara
de mistura estdo cheios. Convenientemente, o usuario também pode trocar de
amostras utilizando o menu “TROCA DE AMOSTRA”, e inserir os tempos

correspondes a essa troca.

Assim, o funcionamento do programa foi dividido em trés partes de
programacao a critério do usuario. Na primeira parte, € feita marcando na interface o
icone correspondente a “Especiagcdo”. Nessa parte, Sb total e Sb(lll) sé&o
determinados, o Sb(V) € obtido pela diferenca entre as duas primeiras determinacgdes.
Na segunda parte, apenas o Sb total € quantificado. E na terceira parte, apenas o
Sb(lll) é determinado. Repeticdes de cada analise podem ser feitas marcando-se no
menu “Repeticdes” o nimero de replicatas desejadas. Desta maneira, o sistema pode
ser utilizado para estudos de especiacdo de antimbnio inorganico, bem como

determinacdes de Sb total e Sb(lll) separadamente.

Adicionalmente, como todos volumes adicionados ou retirados da camara FB-
GLS séo proporcionais aos tempos de ativagcdo das valvulas solenoides, um estudo
da vazao dos fluidos que passam por cada valvula precisou executado. Assim, 0
programa também possibilita o estudo dessa vazdes atraves da inferface apresentada
na Figura 9.
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Figura 9 Interface do programa para realizar o estudo de calibracdo das valvulas solenoides.

3.1.3 Procedimento automatico

O procedimento analitico automatico para especiacdo de antiménio inorganico
em aguas, consiste na quantificacdo de Sb total apds reducdo de Sb(V) a Sb(lll)
utilizando iodeto de potassio (KI) / acido ascérbico (AA) como agente pré-redutor.
Citrato de sodio foi empregado como agente mascarante para Sb(V) na determinacao
de Sb(lll). A concentracao de Sb(V) foi estimada por diferencas de concentracao entre
Sb total e Sb(lll).

O sistema proposto esta representado através de um diagrama esquematico
na Figura 10. Primeiramente, a bomba peristéltica (BP) e o agitador magnético (AM)
sao inicialmente ligados, as valvulas solenoides V1, V2, V3 e V4 estao desligadas, e
os fluidos correspondentes a amostra, HCI, KI/AA e NaBH4 s&o bombeados pelos
canais e redistribuidos aos seus respectivos reservatérios. Em seguida, as valvulas
solenoides da amostra ou solucdo padréo (V1), do HCI (V2), da solucao pré-redutora
(KI/AA) e do redutor (NaBHa4) sdo simultaneamente acionadas durante um 3,0 s para
preencher os canais entre as valvulas e a camara FB-GLS. Na sequéncia, o descarte
é feito acionando a valvula V6 durante 5,0 segundos, e a camara € esvaziada.
Finalmente, o procedimento de limpeza é realizado. Nessa etapa, a valvula V2 é
acionada por 8,0 s, adicionando 800 pL de HCIl na camada FB-GLS, apos isso, V6 é
acionada por 5,0 s e a camara € esvaziada. Imediatamente depois, a valvula V5 é

acionada por 5,0 s para limpar o caminho entre a camara FB-GLS — membrana perma
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pure — AFS com argbnio. Este procedimento de limpeza pode ser executado sempre

gue houver a troca de um ou mais fluidos do sistema.
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Figura 10 Diagrama esquematico do sistema fluxo-batelada desenvolvido para determinacao
e especiacdo de antimdnio inorganico em aguas.

A determinacédo do Sb total é feita acionando simultaneamente as valvulas V1,
V2 e V3, por 3,0, 2,0 e 1,0 s, adicionando volumes de 300, 200 e 100 uL a camara
FB-GLS com amostra, HCIl, e KI / AA, respectivamente. As solucdes sao
homogeneizadas por 2,0 s para reducdo de Sb(V) para Sh(lll), apds isso, as vélvulas
V4 e V5 sao simultaneamente ligadas por 2,0 s € 5,0 s, bombeando 200 yL de NaBH4
e gas de arraste (argbnio), respectivamente, para a camara FB-GLS. O hidreto de
antimonio formado, a estibilina (SbH3s), & transportado pelo gas de arraste em direcao
a membrana de secagem e ao detector (AFS). Apés a medicao da fluorescéncia
atdbmica atraves da leitura da altura do pico correspondente, a valvula V6 é ligada por
5,0 s e acamara FB-GLS é esvaziada. Finalmente, o processo de limpeza é realizado,
conforme descrito acima. A Figura 11 resume as etapas de analiticas Desse

procedimento.
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Para a determinacédo de Sb(lll), e portanto garantir que apenas esta espécie
reaja com o redutor NaBHa, a solucdo pré-redutora ndo € adicionada. A diferenca entre
os procedimentos de determinagdo de Sb total e Sb(lll) € apenas que a vélvula V3
nao € acionada, como pode ser visto na Figura 11. O Sh(V) estd complexado com o
citrato de sédio, assim, com a adi¢cdo do borohidreto de sédio somente a espécie

Sh(lll) reage para formar o hidreto de antimonio.

Sb total Limpeza ‘Sb(III) Limpeza
il a = s
Vi : |
" ]
15s | 18 s | 16 s | 18 s
Tempo

Figura 11 Diagrama de tempo do procedimento analitico automatico.

3.1.4 Avaliacdo do desempenho analitico

Desenvolver um método analitico, aplica-lo ou adapta-lo, envolve etapas de
avaliacdo para atestar que o procedimento desenvolvido apresenta desempenho
analitico estatisticamente adequado. As duas metodologias desenvolvidas neste
trabalho de pesquisa foram submetidas aos parametros de validacdo norteados pelas
normas de validacdo para metodologias analiticas , 0s quais sdo brevemente descritas

a seqguir [193].

Sensibilidade e linearidade

A sensibilidade é calculada de acordo com a Equacéo 8:

dx
S = o (8)
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Trata-se de um parametro que demostra a variacdo da resposta analitica em
relacdo a concentragdo do analito. Assim, pode-se dizer que a sensibilidade é a
capacidade do método distinguir, a um determinado nivel de confianca estatistica,
duas concentracdes proximas [194]. A sensibilidade é determinada ao mesmo tempo
gue a linearidade e pode ser expressa pelo coeficiente angular do modelo matematico

gue descreve a curva analitica.

A linearidade é um parametro que diz respeito a capacidade do método em
gerar resultados linearmente proporcionais a concentracdo do analito, em uma
determinada faixa de concentracdo, geralmente empregando o método dos minimos
guadrados [194]. Esse parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente de
correlacao do gréfico analitico, que deve ser proximo de 1, e a inclinagcao da reta deve

ser diferente de zero.

Andlise de variancia

A andlise de variancia (ANOVA) é uma técnica estatistica que permite validar o
modelo matematico gerado pelos dados das concentracbes com as respostas
analiticas. A curva analitica s6 podera ser utilizada para estimar a concentragdo do
analito se ela for capaz de descrever o comportamento dos valores experimentais de
maneira satisfatoria. Assim, o modelo matematico obtido ndo pode apresentar
evidéncias de falta de ajuste e deve refletir uma regresséo estatistica e significativa
[195]. As equagOes para ANOVA do modelo ajustado aos dados experimentais sao
apresentada na Tabela 11.

O modelo linear obtido através do método dos minimos quadrados é validado
avaliando-se os residuos, o teste de significancia da regresséao e o teste da falta de
ajuste. A analise do grafico dos residuos permite verificar o comportamento do erros
de previsdo do modelo (residuo) em relacdo aos dados experimentais. Nesse gréfico,
o tipo de erro experimental associado aos dados pode ser identificado. Se um erro
sistematico estiver presente, os residuos apresentardo algum perfil ou estrutura, caso
distribuam-se aleatoriamente em torno do zero, somente erros aleatorios associados

aos dados experimentais estarao presentes.

E.A. Lima 49



Tabela 11 Equacdes para ANOVA aplicada a um modelo obtido pelo método dos minimos
guadrados [195].

Fonte de variacdo Soma Quadratica Graus de liberdade Média Quadratica
m n SQ
Regressao SQx =) ) Gi- ) p-1 MOp =4
i
m n
s _ ~N\2 SQT
Residuos SQ, = Yij — i) n—p MQ, =—— >
i
m n SQ
Falta de ajuste SQfaj = z Z(?i - ¥,)? m-—p MQj,j = faj
i m-—p
m n
— v.)2 Ser
Erro puro 5Qcp = Yij — ¥ n—m MQ., =
™5 n—m
m n S
Total SQT = ZZ(}’U - 7)2 n—-1 MQT = - ng
i j

Onde: p é o numero de parametros usados no modelo; n é o nimero total de observacgfes; m
€ 0 nimero de niveis distintos da variavel independente.

Para avaliar a significancia da regressdo, compara-se a razao obtida entre a
média quadratica devido a regressao (MQr) e a média quadratica residual (MQr) com
o valor do ponto da distribuicdo F referente aos graus de liberdade de MQr e MQr a
um certo nivel de confianca estatistica, que comumentemente é de 95%. A regressao
€ estatisticamente significativa se a razao for maior que o valor de F, caso contrario,
ndo se pode admitir a existéncia de uma relacdo funcional (linear, quadrética,

polinomial, etc.) entre as varidveis que possa ser descrita pelo modelo.

A avaliacdo da falta de ajuste, consiste na comparacao, para 0s varios niveis
da variavel x, da média quadratica da falta de ajuste (MQ1sj) com a média quadratica
devida ao erro puro (MQep). O modelo n&o tera falta de ajuste se a razao (MQfaj)/(MQep)
for menor que o valor do ponto de distribuicéo F, referentes aos graus de liberdade de
MQfj € MQep € para um nivel de 95% de confianca. Dessa forma, as duas médias
guadraticas refletirdo apenas os erros aleatorios associados aos dados. Caso

contrario, 0 modelo apresenta falta de ajuste e necessita ser reestimado e revalidado.
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Exatidao e precisao

Exatiddo é a concordancia entre o resultado obtido pelo método analitico
proposto e o valor convencionalmente aceito como referéncia ou verdadeiro. Para
avaliar a exatiddo do método, pode-se analisar materiais de referéncias certificados
utilizando a metodologia desenvolvida, ou testes de recuperacao versus recuperacao
aparente podem ser utilizados. Nos testes de recuperacdo, quantidades conhecidas
do analito sédo adicionadas nas amostras e depois quantificadas. Assim, calcula-se a
taxa de recuperacdo empregando a Equacao 9:

C1-C;
C3

Recuperacio (%) = ( ) x 100 (9)

Onde: C1 = concentragao da substancia de referéncia mais a concentragcdo da
amostra; C2 = concentracdo da amostra; C3 = concentracdo da substancia de

referéncia adicionada.

Precisdo é a concordancia entre os valores das replicatas experimentais
obtidas na analise de uma mesma amostra. Quanto menor a ampliltude dessas
medidas, maior sera a precisdo. Costuma-se expressar a precisdo como estimativa
do desvio padréo ou do desvio padrao relativo (DPR%) de uma série de medidas. O

DPR% é calculado segundo a Equacgéo 10:
DpP
DPR % =~ x 100 (10)

Onde: DP = desvio padrdo; CMD = concentracdo média determinada.
Limite de deteccéo e quantificacéo

Limite de detec¢do (LD) do método € a menor concentracdo do analito que
pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada [194]. E calculado

conforme a Equacéo 11:

LOD === (11)
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Onde: s = desvio-padrao da resposta; S = coeficiente angular da curva de calibracdo

analitica (sensibilidade do método).

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo do analito que pode ser
guantificada na amostra, com exatiddo e precisdo aceitaveis, sob as condicdes
experimentais adotadas [194]. Utiliza-se a seguinte expressdo abaixo para sua

determinacgao:

LOQ == (12)
Onde: s = desvio-padréo da resposta; S = coeficiente angular da curva de calibracéo

analitica (sensibilidade do método).

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Precisao das valvulas solenoides empregadas

Como os volumes adicionados na camara FB-GLS do sistema em fluxo-
batelada proposto sé@o realizados pelo acionamento das valvulas solenoides
juntamente com a rotacao definida na bomba peristaltica, foi feito uma calibracao
individual de cada valvula. Assim, logo apds a montagem do sistema esse estudo foi
efetuado, correlacionando-se a quantidade em massa da solugdo adicionada em
fungéo do tempo de acionamento da mesma, e definindo-se assim a vazao em cada

linha de fluxo.

Cada linha de fluxo teve a vazdo determinada pela adicdo de volumes
correspondente ao tipo de fluido que seria usado, medidos em massa numa balanca
analitica (Scientech modelo SA210), utilizando tempos de abertura das vélvulas
previamente estabelecidos. A Tabela 12 mostra as vazdes médias observadas para

cada linha.
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Tabela 12 Vazdes médias obsevadas para cada valvula do sistema proposto (n=20).

Valvula Solucéo Vazéo (uL s?)
V1 Amostra ou padréo 100,3+1,3
V2 Acido cloridrico 100,2 +1,1
V3 Solugéo pré-redutora 100,21 +1,2
V4 Borohidreto de sodio 100,4£1,3
V6 Descarte 200,2+1,3

3.2.2 Otimizacdo do método FBA-HG-AFS

Para otimizacdo da especiacdo de antiménio utilizando o sistema automéatico
fluxo-batelada, geracéo de hidretos e deteccao por fluorescéncia atémica (FBA-HG-
AFS), foi empregado inicialmente um planejamento fatorial completo de dois niveis
(23) para avaliar os efeitos dos fatores e se 0os mesmos possuiam significancia na
determinacao de antiménio, assim como, se existe algum tipo de interacdo entre eles.
Os fatores envolvidos foram: concentracdo de borohidreto de sédio, concentracéao de

acido cloridrico e vazéo do gas argonio.

Para execucdo desse planejamento, alguns parametros como a com
concentracdo de 0,3 pg L* para solucédo padrdo de Sb(lll), os volumes da solucéo
padréo, HCI, da solucao pré-redurora de Kl / AA e do NaBHa4 foram fixados em 300,
200, 100, 200 uL, respectivamente. Assim, baseados no estudo das vazdes de cada
valvula, foi possivel definir os tempo de acionamentos para que estes volumes fossem

adicionados a camara FB-GLS.

O sinal analiico correspondente a fluorescéncia atbmica das espécies foi
registrado como altura de pico. A Tabela 13 mostra os fatores, os niveis - 1,0e + 1
correspondentes aos valores reais de cada fator e a matriz do planejamento fatorial
completo juntamente com as respostas analiticas para cada experimento. Importante
ressaltar que os experimentos foram executados em ordem aleatdria. Os dados
obtidos foram processados utilizando STATISTICA® (StatSoft Inc, Statistica 8.0,
StatSoft Inc, Tulsa, EUA, 2007) com um nivel de confianca de 95%.

E.A. Lima 53



Tabela 13 Fatores, niveis e a matriz de planejamento fatorial completo de dois niveis (23).

Niveis
Fatores
-1 0 1

Concentracédo de HCI (mol L?) 1,5 2,5 3,5
Concentracdo de NaBH4 (% m v?) 0,5 1 15
Vaz&o do géas argonio ( mL min?) 10 35 60
Experimento NaBH4 HCI Vazéao Resposta
1 -1 -1 -1 250,30
2 -1 -1 1 273,10
3 1 1 -1 240,90
4 -1 1 1 241,00
5 1 -1 -1 359,00
6 1 -1 1 445,60
7 1 1 -1 320,00
8 1 1 1 373,40
9 0 0 0 345,00
10 0 0 0 362,10
11 0 0 0 364,50

Com base nas respostas obtidas através da matriz de planejamento, um gréafico
de pareto foi gerado, como mostrado na Figura 12. A analise deste grafico permite
verificar se os fatores escolhidos sao significativos e se existe alguma interacao

significativa entre eles, com um nivel de confianca de 95%.

A andlise do grafico de Pareto mostra que os fatores elencados tém uma
influéncia significativa sobre a resposta analitica no nivel de confianca de 95%. O fator
mais significativo é a concentracédo de NaBH4 (efeito padronizado = 16,38). De fato, a
concentragdo de NaBH4 apresenta uma influéncia positiva e significativa sobre a

resposta analitica. De acordo com a Equacéao 13, Sb(lll) é o reagente limitante.
3BH4 (aq) + 3H¥(ag) + 4H3SbO3(ag) > 3H3BO3(aq) + 4SbH3(ag) + 3H20) (13)
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p=0,05

Figura 12 Grafico de Pareto do planejamento fatorial completo de dois niveis. Fator 1 =
concentracdo do NaBH,; fator 2 = concentracao de HCI; fator 3 = vaz&o do argonio.

O segundo fator mais significativo é a vazao de argonio (fator 3). O efeito
positivo sobre a fluorescéncia atémica (efeito padronizado = 5,41) pode ser explicado
pela rapida formacao da estibina (SbHz3), e porque a altura do pico foi usada para as
medidas analiticas do AFS. A influéncia positiva pode ser explicada pela propria
operagdo do método FBA-HG-AFS. Como a SbHs € produzida dentro da camara FB-
GLS e transportada por argbnio em direcéo ao detector AFS, um aumento na taxa de
fluxo de argbnio causara uma diminuicao na dispersao de SbHs, aumentando assim a

resposta analitica.

O terceiro fator, a concentracdo de HCI (fator 2), apresentou um efeito
significativo e negativo (efeito padronizado = - 5,07), indicando uma perda na resposta
analitica & medida que a concentracdo de HCl aumenta. Quantidades excessivas de
HCl aumentam a formacgao de Hzg) dentro da camara FB-GLS, dispersando o SbHs e

conseguentemente diminuindo o sinal analitico.

Os efeitos da interacdo entre os trés fatores ndo foram significativos (p < 0,05)
e os resultados da ANOVA apresentaram curvatura significativa e auséncia de falta
ajuste para este dominio experimental, indicando uma resposta analitica maxima
proxima ao ponto central, como foi observado em outros trabalhos [138]. Assim, uma
otimizacao final precisa ser executada a fim de determinar as melhores condi¢gdes

experimentais para esses trés fatores.
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Neste contexto, um novo dominio experimental foi estabelecido para estes
fatores levando-se em conta os resultado apresentados pelo grafico de Pareto. Por
apresentar influéncia positiva na resposta analitica, concentragdo de NaBHas foi
estipulada entre 1,0 e 3,0 % m v'. Como a concentracdo de HCI mostrou influéncia
negativa, o novo intervalo de concentracéo foi de 0,7 a 2,1 mol L1. Apesar da vazéo
influenciar positivamente na fluorescéncia atbmica, valores maiores ndo puderam ser
avaliados, pois o rotametro apenas permite regulagens entre 0 e 65 mL. Assim, a

vazao estudada ficou entre o intervalo de 15 a 65 mL min™.

Dessa forma, um planejamento Box-Behnken foi montado e executado
aleatoriamente. Os valores experimentais (reais e os valores codificados) e os

resultados de cada medida sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 Planejamento Box—Behnken para otimizar o método FBA-HG-AFS para
determinacdo e especiacao de Sb.

Experimento Argéni_o NaBH. Al Resposta
(mL min-) (% mv) (mol L)
1 15 (-1) 1(-1) 1,4 (0) 175,87
2 65 (+1) 1(-1) 1,4 (0) 161,32
3 15 (-1) 3 (+1) 1,4 (0) 288,75
4 65 (+1) 3 (+1) 1,4 (0) 287,77
5 15 (-1) 2 (0) 0,7 (-1) 225,51
6 65 (+1) 2 (0) 0,7 (-1) 218,05
7 15 (-1) 2 (0) 2,1 (+1) 315,83
8 65 (+1) 2 (0) 2,1 (+1) 264,78
9 40 (0) 1(-1) 0,7 (-1) 176,62
10 40 (0) 3 (+1) 0,7 (-1) 228,30
11 40 (0) 1(-1) 2,1 (+1) 233,85
12 40 (0) 3 (+1) 2,1 (+1) 277,78
13 40 (0) 2 (0) 1,4 (0) 293,18
14 40 (0) 2 (0) 1,4 (0) 298,50
15 40 (0) 2 (0) 1,4 (0) 308.00
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Os dados obtidos através da matriz de planejamento Box-Behnken foram
avaliados empregando o mesmo software utilizado no planejamento fatorial completo
de dois niveis. Dessa maneira, um modelo quadratico (R = bo + b1X1 + b2X2 + bz X3 +
ba(X1)? + bs(X2)? + be(X3)? foi gerado, onde: R = resposta analitica, X1 = argonio, Xz =
NaBH4 and X3 = HCI) foi ajustado aos valores experimentais da Tabela 14. Para sua
validacdo, uma andlise de variancia (ANOVA) foi implementada para avaliar a falta de
ajuste e a significancia da regressao e os resultados séo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 Resultados da ANOVA para o0 modelo quadratico ajustado a partir dos dados do
planejamento Box-Behnken.

Fator soma Graus de Media | F valor p-valor
quadratica liberdade quadrética
Modelo 33.351,1 6 5.558,5 98,617 0,010
Argbnio 685,240 1 685,240 12,157 0,073
(Argodnio)? 1.832,924 1 1.832,924 32,519 0,029
NaBH4 14.023,100 1 14.023,100 248,795 0,004
(NaBH4)? 8.932,450 1 8.932,450 158,478 0,006
HCI 7.427,367 1 7.427,367 131,775 0,008
(HCI)? 1.717,968 1 1.717,968 30,480 0,031
Falta de ajuste 3.463,978 6 577,330 10,243 0,092
Erro puro 112,73 2 56,36
Total 36.927,84 14

Assim, é razoavel afirmar que o modelo quadrético estd adequado aos dados,
a partir dos resultados do valor F (98,61) e valor p (0,010) para regressao e valor F
(10,24) e valor p (0,09) para a falta de ajuste. Ao aplicar andlise de regressao multipla,
a Equacdo 14 quadratica (apresentada com valores codificados) € obtida. Esta

equacdao descreve as superficies de resposta apresentadas na Figura 13.

R =299,9 — 9,26 Argon + 41,87 NaBHa + 30,47 HCI — 22,3 Argon? — 49,20 (NaBHa)2
— 21,6 (HCI)? (14)
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Figura 13 Superficies de respostas obtidas pela matriz Box-Behnken.

Finalmente, as condigbes experimentais Otimas para os fatores sdo as
seguintes: 1,89 mol L* de HCI, 2,42% m v'! de NaBH4 em 0,1 mol L'* de NaOH e 34,8
mL min! de vazdo de argbnio. Estes parametros experimentais otimizados,
juntamente com as condic¢des inicialmente fixadas (solugéo pré-redurora Ki / AA, e 0s
volumes solucdo padrdao, HCI, KI / AA e NaBH4) constituem as condi¢cdes

experimentais definitivas para o método automatico FBA-HG-AFS proposto.
3.2.3 Validacao da curva analitica e parametros de desempenho

Sob as condi¢cdes otimas estabelecidas utilizando o método FBA-HG-AFS
proposto, uma curva analitica foi construida entre 100 e 2.000 ng L~* e é apresentada
na Figura 14. A curva apresenta um comportamento linear entre a concentracao de

Sh(lll) e as medidas de fluorescéncia atbmica na faixa de concentracédo trabalhada. A
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analise dos residuos deixados pelo modelo e resultados da ANOVA corrobam com

este fato.

3.000 y = 1,547X - 61,722
2.500

2.000

1.500 ol

1.000

Fluorescéncia atdmica
\
\

500 -~

0 500 1.000 1.500 2.000
Concentragdo de Sb (ng L)

Figura 14 Curva analitica para determinacéo de Sb(lll) em amostras de aguas.

A analise de variancia (ANOVA), mostrada na Tabela 16, foi novamente
implementada para avaliar a falta de ajuste e a significancia da regressao do modelo
de calibracdo linear [196]. A curva analitica foi construida com base em medigfes
reais em triplicadas de cinco niveis de concentracdes de Sh(lll). Os valores do modelo
regressao, residuos, falta de ajuste e erro puro foram calculados usando valores da
meédia quadréatica (MQ). Em um nivel de confianga de 95%, a razdo da MQ falta de
ajuste / MQ erro puro foi menor, e a MQ da regresséo / MQ residuo foi maior que o
ponto F de distruibui¢do, indicando um ajuste satisfatorio para a curva analitica. Em
outras palavras, ndo houve falta de evidéncia de ajuste para o modelo linear e a
regressao linear foi estatisticamente significativa. Além disso, 0s residuos
apresentaram uma distribuicdo aleatéria aproximando-se de zero. O modelo linear
pode, portanto, ser considerado adequado e vdlido para a estimativa das

concentracdes de Sb(lll) em amostras desconhecidas.
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Tabela 16 Andlise de variancia (ANOVA) para o modelo linear obtido pelo método proposto.
Soma Graus de  Média

Fonte de variacéo Quadratica  Liberdade Quadratica Teste F Tabelado
Regresséo (R) 1,66 x 107 1 1,66 x 107 MQreg/MQr  Fii3
Residuo (r) 1,56 x 103 13 1,20 x 107 1,38 x 10° 4,67
Falta de ajuste (faj) 3,07 x 102 3 1,02 x 10? MQfaj/MQep  Fs10
Erro puro (ep) 1,25 x 10° 10 1,25 x 107 8,16 x 10* 3,71

Assim, obteve-se uma curva analitica satisfatéria para a especiacdo de
antimonio inorganico em aguas. A equacao de regressdo estimada foi R = (-61,72 *
5,10) + (1,55 = 0,004) C; onde R é a resposta analitica (medi¢cGes de altura de pico
associadas as intensidades de fluorescéncia atbmica), e C € a concentracéo de Sb(lll)
na faixa de trabalho de 100 a 2.000 ng Lt. Como esses intervalos de confianca nédo
contém "zero", os parametros foram considerados estatisticamente significativos com

95% de confianca.

Uma vez que a curva analitica foi validada, o valores dos limites de deteccao
(LD) e quantificagdo (LQ) foram estimados respectivamente em 3 e 10 vezes o0s
desvios padréo do branco, de acordo com a Uni&o Internacional de Pura e Aplicada
[197]. Trinta medidas em branco foram utilizadas para essa estimativa, onde o0s

respectivos valores de LD e LQ foram de 6 e 20 ng L.

3.2.4 Especiacado de antiménio inorganico em aguas

Baseado nas sessdes expostas anteriormente, o método automatico proposto
FBA-HG-AFS se mostrou adequado para analise em amostras de concentragdo
desconhecida, desta forma, ele foi usado para especiacdo de antiménio inorganico
em seis amostras de agua (3 de agua mineral - AM, 1 de agua do mar - ADM, 1 de
agua de torneira - AT e 1 de agua do lago - AL). Testes de recuperacdo em dois niveis
foram executados em trés amostras (AM1, 1 ADM e 1 AT).

Como pode ser visto na Tabela 17, os testes de recuperacgéo indicaram que a
precisdo e exatidao foram satisfatorias. As recuperacdes variaram de 90 + 4 até 112
+ 20% e 98 + 4 até 114 + 18%, para Sb(lll) e Sb(V) respectivamente. E, as
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concentragdes encontradas foram de 140 + 20 a 430 + 30 ng L%, de 210 + 30 a 990 +
90 ng L* para Sb (V) e de 350 + 20 a 1.410 + 90 ng L™ para Sb total.

Tabela 17 Especiagdo de antimbnio inorganico em aguas (n = 3).

Adicbes

Amostras  Sb(lll) Sh(V) Sb total 200 ng L™ 400 ng L™

(ngL™)  (ngL™) (ng L7
Recuperacoes (%)

Sh(l)  Sh(V) Sb(lll)  Sb(V)

AM? 180+20 280+30 460 +30 94+3 98+5 9%6+4 99+6
AM? 210+20 250+40 460+ 30 - - - -

AMz? 140+20 210+30 350+20 - - - -

ADMP 430+ 30 430+60 860+50 112+20 114+18 97+11 109+18
AT® 310+20 590+60 900 +60 90 +4 99+4 95+5 984
ALY 410+£30 990+90 1.410+90 - - - -

3 AM: 4gua mineral; ® ADM: agua do mar; ¢ AT: 4gua da torneira; Y AL: 4gua de Lago.

Adicionalmente, a exatiddo do método foi também confirmada pela analise de
um material de referéncia certificado (SRM 1643e) de elementos traco em agua
fornecidos pelo Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia (NIST, EUA). Antes da
andlise, a amostra de referéncia foi adequadamente diluida para interpolar o sinal
dentro da faixa de trabalho da curva analitica. Este SRM apresenta um valor
certificado para antiménio total de 58,3 + 0,6 ug L™, e o valor obtido usando o método
automatizado FBA-HG-AFS foi de 57,9 £ 0,3 ug L™, resultando em um erro relativo
de 0,7%.

3.2.5 Comparacdo com outros métodos automaticos

O método FBA-HG-AFS proposto uma proposta analitica automatica para a
determinacdo e especiacdo de antiménio inorganico. A literatura relata alguns

trabalhos executados com esta mesma proposta. As caracteristicas analiticas
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proposta pelo método FBA-HG-AFS e outros métodos automaticos de fluxo
[96,138,189] séo apresentadas na Tabela 18. O tempo de especiacdo do método
desenvolvido foi calculado pela soma dos tempos das determinacgdes totais de Sb total
e Sb(lll) ( 15s + 15s) e limpezas (18s + 18s), como pode ser visto nha Figura 11. Assim,
o tempo total de cada especiacdo é de 66s, o que corresponde a cerca de 54
especiacdes por hora. Célculos semelhantes foram realizados para estimar os tempos
de especiacao de outros métodos de fluxo na Tabela 18.

No método proposto FBA-HG-AFS a etapas de mistura / homogeneizacao,
reacao, geracao de hidreto de antimonio e separacao gas-liquido séo todas realizadas
em uma camara FB-GLS. Para este propdsito, outros métodos automatizados de fluxo
[96,138,189] usam dispositivos complexos como bobinas de reacédo, minicolunas,

separadores comerciais de gas-liquido e armadilhas criogénicas.

Em comparacdo com outros métodos automaticos em fluxo, o método FBA-
HG-AFS apresenta o menor tempo de especiacao, baixo consumo de reagentes (por
exemplo, NaBH4) e de amostras. ISso ocorre porque 0 sistema proposto néo utiliza
etapas de separacéao, extracao ou eluicdo das amostras, e ndo envolve procedimentos
de pré-concentracdo, como os encontrados nos métodos CFA-HG-GFAAS [189] e
FIA-HG-ICPMS [96]. Além disso, a amostra ndo sofre dispersdo em bobinas de reacao
e mini-colunas, ou diluicho em liquidos confluentes, o que causa perdas de
sensibilidade, como encontrado em MSFIA-HG-AFS [138] e outros métodos de fluxo
[96,189].
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Tabela 18 Caracteristicas analiticas do método proposto e de outros métodos em fluxo

usando a técnica HG para especiacdo de antiménio inorganico em aguas.

e ® MSFIAHG-  CFAHG- FIA-HG-
(Este
trabalho) [138] [189] [96]
Faia de trabalho 45,5 000 90-5.000 NR 50 — 8.000
(ng L™)
LOD (ng L™ 6 30 5 13
RSD (%) 4 3 NR 5
Especiacdes por 54 15 5 5
hora
Faixa de
concentracdo de Sb
350-1.410 230-560 180 — 200 272 — 288
total nas amostras
(ngL™)
Consumo de
amostra por 600 2.000 5.000 4.400
expeciacao (uL)
Etapas de pré-
concentracao,
. ausente ausente presente presente
separagao ou
eluicdo
Consumo de NaBH. -, ) 1,14 0,376 0,014
por especiacao (g)
Otimizacao multivariada  multivariada univariada univariada
Eluicdo/dispersdo ausente presente presente presente
] agua do mar, Agua do mar,
Agua agua de beber .
Amostra ; , Agua do mar agua de lago e
mineral, etc e 4gua de fio
superficie

FBA: Andlise fluxo-batelada, HG: geracéo de hidretos, AFS: espectrometria de fluorescéncia atbmica,
MSFA: andlise em fluxo por injecéo de, CFA: andlise em fluxo continuo, GFAAS: espectrometria de
absorcédo atdmica em forno e grafite, FIA: andlise por injecdo em fluxo, ICPMS: espectrometria de
massas usando plasma indutivamente acoplado e NR: ndo reportado.

E.A. Lima 63



4 UMA ESTRATEGIA ANALITICA AUTOMATICA PARA DETERMINACAO
DIRETA DE ANTIMONIO TOTAL EM AMOSTRAS DE SUCO DE UVA

O suco de uva, nutricionalmente pode ser comparado a prépria uva, pois na sua
composicdo estao todos os constituintes principais, tais como: aclUcares, minerais,
acidos, vitaminas e compostos fendlicos responsaveis por sua cor e estrutura. Ele esta
entre os sucos de frutas mais comercializados e seu consumo tem aumentado nos
altimos anos [198]. Por diversos processos, ja apresentados na fundamentacao
tedrica desta tese, 0 antimbnio esta inerentemente presente nessa matriz e por esta
razdo a um limite maximo tolerdvel de 1,0 mg L?! é estabelecido para este

contaminante.

A determinacdo desse contaminante, devido a complexidade dessa matriz, é
geralmente feita empregando-se algum procedimento de mineralizacéo. Aliado a isso,
o carater volatil do antimoénio faz com que procedimentos de abertura de amostra
necessitem de cuidado durante sua execugdo. Como apresentado na se¢éo 2.1.6, ha
poucos trabalhos relatados na literatura para a determinacdo desse elemento em
matrizes de suco de uva. Somado a isso, a maioria do relatos cientificos apontam que
os procedimentos sdo usualmente feitos em batelada, em que a maior parte do tempo

da andlise é destinada ao preparo das amostras.

Diante disso, o presente trabalho procurou investigar a extracdo de antimonio
total em amostras de suco de uva para posterior geracao de hidretos diretamente
nessa matriz e deteccdo por espectrometria de fluorescéncia atbmica. O método
desenvolvido foi aplicado a andlise de seis amostras de suco de uva adquiridas na

cidade de Maceid, Alagoas.
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4.1 EXPERIMENTAL

4.1.1 Reagentes, solu¢cdes e amostras

Os padrdes de antimonio foram preparados a partir de sucessivas diluicoes de
um padrdo de 1.000 mg Lt (MERCK, Darmstadt, Alemanha) em acido nitrico 0,05%
(v v1). Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. As
solucGes foram preparadas com agua ultrapura (condutividade <0,1 uS cm~ ") obtida
de um purificador Millipore Direct - Q5 UV (EUA). O material de vidro foi mantido em
solugcéo de HNOs 10% (v v1) durante 12 h, para descontaminar, e lavado antes do uso

com agua ultra-pura.

A solucdo de NaBHj4 foi preparada diariamente dissolvendo-se uma quantidade
adequada de borohidreto de sédio (Fluka, Alemanha) em NaOH 0,1 mol L (Scharlau,
Espanha) e posteriormente filtrada através de uma membrana de nylon com tamanho
de poro de 0,45 um (Lida, EUA). Um agente pré-redutor KI/AA [iodeto de potassio a
50% m v (Synth, Brasil) e acido ascoérbico a 10% m v (Sigma-Aldrich, EUA)] foi
preparado diariamente para reduzir as espécies de antimonio presentes para Sb(lll).
Solugbes de &cido cloridrico foram preparadas a partir do HCI concentrado (Merck,

Alemanha).

Uma suspensédo de Mg(NOs)2 e MgO foi preparada para a mineralizacdo das
amostras de suco. Assim, 40,0 g de Mg(NOs)2:H20 e 4,0 g (m v'') de MgO foram
colocados em 4gua e elevado ao volume final de 100 mL. Essa mistura foi mantida

em agitacdo constante.

Amostras de suco de uva foram adquiridas em supermecados locais na cidade
de Maceid, Alagoas e foram mantidas sob refrigeracdo de 4 °C até o momento da

anélise.

4.1.2 Instrumentacao e sistema automatico

Durante a realizacdo do trabalho experimental descrito nesta secao, todas as
medidas foram realizadas utilizando os mesmos equipamentos e o sistema FBA-HG-

AFS (Figura 10) que foi empregado no capitulo descrito na secdo 3.1.1. Entéo,
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equipamentos, montagem e software utilizados para caracterizar o método FBA-HG-
AFS foram os mesmos. A determinacdo de antimdnio total realizada nesta secéo,

diferenciou-se nas otimiza¢cfes e tempos de acionamentos das valvulas solenoides.

4.1.3 Mineralizacao por via seca para determinacao de antimonio total em suco

de uva

Uma suspensdo de Mg(NOs)2 - MgO foi preparada para mineralizacdo das
amostras de suco de uva. A suspensao evita a perda do analito e aumenta a
velocidade oxidagé&o [89]. Desta forma, 1,0 mL da suspenséo de Mg(NO3)2 - MgO e
1,0 mL de amostra foram adicionados a um cadinho de 50 mL, coberto com um vidro
relégio. A mistura foi mineralizada em um forno mufla, com um aumento gradual da
temperatura, com o seguinte rampa de aquecimento: 100 °C por 1h, 250 °C por 2 h e
540 °C por 14 h [199]. O material inorganico residual foi dissolvido em 3 mL acido
cloridrico concentrado e diluido com agua ultra pura até o volume final de 10 mL. O
branco foi preparado adicionando-se 1,0 mL da suspensao de Mg(NOs)2 — MgO e 1,0
mL de agua deionizada a um cadinho de 50 mL, coberto com um vidro relégio. Segui-
se a mesma rampa de aquecimento empregada para as amostras e mesmo

procedimento de diluicdo empregado nas amostras.

4.1.4 Procedimento automatico

A estratégia de determinacdao direta automatica de antiménio total em sucos de
uva empregando o sistema FBA-HG-AFS é feita adicionando HCI diretamente no suco
de uva para fazer a diluicdo/extracdo das espécies de antiménio presentes. Apos 0
tempo adequado de agitacao, € feita a adicdo do pré-redutor, uma solucao de iodeto
de potassio (KI) e acido ascorbico (AA), para reduzir as espécies de antiménio

presentes para Sh(lll) e, finalmente, é feita a determinag¢éo do antiménio total.

Os procedimentos para ligar a bomba peristaltica, agitador magnético e encher
0s canais de todos os fluidos, assim como a etapa de limpeza da camara FB-GLS e
do caminho até o detector do equipamento sdo idénticos aos ja relatados na secéo
3.1.3. Assim, detalharemos aqui apenas o procedimento de determinacdo de

antimonio total.
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A determinacdo direta de antimdnio total em sucos de uva € feita acionando
simultdneamente as valvulas V1 e V2 por 3,0 e 5,0 s, adicionando 300 pL de amostra
e 500 yL de HCI a camara FB-GLS. A mistura é homogeneizada por 5,0 s para
promover a extracao/diluicdo das espécies de antimbnio e, apods isso, a valvula V3 é
acionada por 1,0 s, bombeando 100 pL de Kl / AA para dentro da camara de mistura.
Apbs 2,0 s de homogeneizacao, as espécies de antimodnio sédo reduzidas para Sh(lll)
e entdo as vavulas V4 e V5 sao acionadas simultaneamente por 2,5 s e 5,0 s,
adicionando a camara FB-GLS, 250 yL de NaBH4 e gas de arraste (argdnio). A
estibina produzida € entdo encaminhada para o sistema de deteccéo e a fluorescéncia
atdbmica é medida por altura de pico. Logo em seguida, a valvula V6 é ligada por 5,0
S para esvaziar a camara de mistura. O procedimento de limpeza & prontamente

iniciado apos isso. A Figura 15 mostra o diagrama de tempo para essa determinacao.

30s Sb total ; Lim peza
Vil 1 5
508 :. 80s
VI 1 1
10s :
V3 [1 :
25s i
Va | 5
50s 50s
Vs — 1 5 1
VB 50s :I 50s
230s ~ 18,0s

Figura 15 Diagrama de tempo do procedimento analitico automatico para determinacdo de
Sb total em amostras de suco de uva.

4.1.5 Avaliacado do desempenho analitico

A determinacao direta em suco de uva empregando o sistema FBA-HG-AFS foi
avaliada segundo o desempenho analitico conforme parametros ja descritos na secao
3.1.4. Como nao ha material de referéncia certificado para antiménio em suco de uva,
além de testes de recuperacao, andlises de referéncia foram executadas. Assim,
adicionalmente, teste t serdo executados para verificar se 0 método desenvolvido

apresenta exatidao adequada.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Extracdo de antimo6nio total em amostras de suco de uva

Um estudo para selecionar o agente de extracdo mais adequado para o
antimonio foi realizado antes da otimiza¢cdo do método automatico. A selecdo desses
extratores foi baseada em trabalhos de extracdo de antimbnio em outras matrizes
[89,187,200] e na consideracdo de que no método de geracdo de hidretos, a amostra
deve ficar acidificada para reagir com o borohidreto de sédio e assim gerar os hidretos

de antiménio [14].

Nesse estudo, o acido empregado na extracdo e 0 tempo para este
procedimento foram avaliados. Estes fatores ndo puderam ser avaliados de forma
multivariada, pois existe a possibilidade de respostas analiticas maiores e menores
gue 100% conforme a eficiéncia do extrator, 0 que pode causar uma falsa ideia de
otimo. Assim, conforme foi avaliado o melhor extrator, avaliou-se o melhor tempo de

extracao.

Nesse contexto, trés acidos foram escolhidos para extracdo e este estudo foi
executado seguindo o diagrama de tempo mostrado na Figura 15, com excec¢ao ao
tempo de homogeneizacao, apos a adicdo do &cido por V2, que foi estudado entre 2
e 120 segundos. Foram fixadas a concentracéao de borohidreto de sédio em 2,5% (em
0,1 mol L de NaOH), solucéo pré-redutora de Kl / AA em 1% e vazédo do gas de
arraste em 35 mL min-t. Os extratores investigados, assim como suas concentracées
e porcentagem de recuperacao de antimonio total s&o mostrados na Figura 16 para
um tempo de homogeneizacdo de 5 segundos. Os agentes mais promissores para a
determinacdo direta nas concentracées estudas foram o HCl 3 e 6 mol L* e 0 HNO3

2 mol L%, cujas recuperacg@es foram aproximadamente 91, 99 e 90, respectivamente.

As recuperacdes maiores que 100%, mostram que os sinais de AFS foram
afetados quando concentracdes altas de HNOs e H2SO4 foram utilizadas. Como o
iodeto de potassio € utilizado como agente pré-redutor, aliado a concentracdo desses
acidos oxidantes, muito provavelmente a espécie I~ é formada e interfere

positivamente no sinal de fluorescéncia de Sh. Entéo, pelo apresentado na Figura 16,
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o HCI é o acido mais adequado para a extracdo de antiménio. Desta forma, ele foi

escolhido para os préximos estudos.

Hele molLY) .
HelamolL ) [
HNO, (4 mol L) .
HNO, (2 mol L) -
H.50. (3 mol L) [ .
H:50. (1 mol L") "

0 20 40 B0 &0 100 120 140 160
% de recuperacdo de Sb

Figura 16 Influéncia da extracao 4cida na determinacéo direta de antiménio em amostra de
suco de uva em 5 segundos de homogeneizacdo. A porcentagem de recuperagdo foi
comparada com a determinagao de Sb total apds a mineralizagdo da amostra em forno mufla
(4,0+0,1 pug LY.

Conforme o estudo do melhor extrator, concomitantemente, os tempo de
extracdo também foram avaliados para cada acido. Os tempo de homogeneizacao
empregados nesse estudo foram 0, 5, 10, 30, 60 e 120 segundos. Em especial, a
Figura 17 mostra a avaliacdo dos tempo de extracdo para o HCI 6 mol L. Como
mostrado, € necessario um tempo minimo de pelo menos 5 s para extracao eficiente,
apoés este tempo as extragdes praticamente se mantém em um patamar constante.
Desta maneira, o tempo de 5 s foi selecionado como tempo de homogeneizacao para

extracdo do Sb total empregando o HCI.
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Figura 17 Avaliagdo do tempo para extragdo de antimoénio total empregando HCI 6 mol L.

Otimizacédo dos resultados para determinacao direta de antiménio total usando
FBA-HG-AFS

Os fatores que influenciam na geracao de hidretos usando o sistema FBA séo
a concentracao de acido, a concentracao do redutor e o gas de arraste, conforme ja
mostrados no estudo anterior para determinagao e especiacédo de Sb em amostras de
agua. Esses fatores também fazem parte da otimizacdo para geracdo de hidretos
direta em amostras de suco de uva. O HCI para realizar a extracdo de antiménio e
acidificar a amostra, o NaBHa4 para gerar os hidretos e o argbnio para carregar a
estibina para detec¢do. Assim, foi aplicado uma metodologia de superficie de resposta
Box-Behnken, a fim de se obter as condi¢des 6timas para a geracao de hidretos.

O dominio experimental foi escolhido conforme a necessidade dos testes e dos
valores de 6timo do sistema FBA-HG-AFS mostrado na otimizacéo para determinacao
e especiacdo de antimdnio em aguas. Dessa forma, a concentracdo de HCI foi
estipulada entre 5 e 7 mol L, pois como a concentracdo de 6 mol L' mostrou
recuperacao mais adequada de Sb em amostras de suco de uva, um estudo em torno
dessa regido seria interessante para a geracao de hidretos. A concentracdo de NaBH4

foi estudada entre 2 e 4 %, e a vazao do argobnio ficou entre 15 a 55 mL min-,

Para execucdo do planejamento, alguns parametros foram fixados. A
concentracgdo 0,8 pg L para solucdo padréo de Sh(lll), os volumes da solucédo padréo,
HCI, da solucéo pré-redurora de Kl / AA e do NaBH4 foram fixados em 300, 500, 100,

250 L, respectivamente. O sinal analitico de fluorescéncia atdémica foi registrado
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como altura de pico. A Tabela 19 mostra a matriz com os valores reais e 0s valores
codificados dos fatores utilizados no planejamento e as respectivas respostas
encontradas durante os experimentos. Conforme a necessidade de todo planejamento
multivariado, os experimentos foram aleatorizados. As respostas obtidas foram
tratadas utilizando o STATISTICA® (StatSoft Inc, Statistica 8.0, StatSoft Inc, Tulsa,
EUA, 2007) com um nivel de confianca de 95%.

Tabela 19 Planejamento Box—Behnken para otimizar o método FBA-HG-AFS para
determinacéo de Sb total em amostras de suco de uva.

Experimento HCl NaBHs Argéni,o Resposta
(mol LY (% mv?l) (mL min?)
1 5 (-1) 2 (-1) 35 (0) 472,41
2 7 (+1) 2 (-1) 35 (0) 590,35
3 5 (-1) 4 (+1) 35 (0) 430,23
4 7 (+1) 4 (+1) 35 (0) 685,93
5 5 (-1) 3(0) 15 (-1) 331,87
6 7 (+1) 3 (0) 15 (-1) 670,50
7 5 (-1) 3(0) 55 (+1) 616,07
8 7 (+1) 3 (0) 55 (+1) 690,37
9 6 (0) 2 (-1) 15 (-1) 675,12
10 6 (0) 4 (+1) 15 (-1) 714,74
11 6 (0) 2 (-1) 55 (+1) 796,63
12 6 (0) 4 (+1) 55 (+1) 819,46
13 6 (0) 3 (0) 35 (0) 907,30
14 6 (0) 3 (0) 35 (0) 903,00
15 6 (0) 3(0) 35 (0) 916,98

A Equacédo 15 mostra, em valores codificados, a relacdo entre o sinal analitico
de fluorescéncia atémica (R), a concentracdo em mol L' de HCI, concentragéo de
NaBHs em % (m v?) e a vazdo de argbnio em mL mint. A andlise de variancia

(ANOVA) mostrou que o modelo matemético apresentado tem regressao significativa
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e ndo apresenta falta de ajuste, mostrando que a regido experimental esta
adequadamente descrita.

R = 909,09 + 98,32 HCI + 14,48 NaBH4 + 66,29 argbnio — 269,32 (HCI)? — 95,04
(NaBHa4)? — 62,56 (argbnio)? + 34,44 HC| NaBH4 — 66,08 HCI argdnio
(15)

eeodsd

Figura 18 Superficies de respostas obtidas do planejamento Box-Behnken para otimizacéo
da determinacgéo direta de Sb em amostras de sucos de uva.

Esta equacdo mostra o ponto de méximo da superficie resposta, que
compreende os valores de 6,1 mol.L' de concentracdo de HCI, 3,1 %(m v?) de
concentracdo de NaBHs e 44,1 mL min' de argdnio. A Figura 18 mostra as

superficies respostas descrita pela equacdo acima. Juntamente com os valores
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fixados para acionamento das valvulas e os valores otimizados foram as condi¢des
Otimas estabelecidas para implementacdo do método de analise direta em amostras

de suco de uva.
4.2.2 Parametros de desempenho e validacao da curva analitica

O método automatico, proposto para determinacdo direta de antiménio em
amostras de suco de uva utilizando o sistema automatico FBA-HG-AFS, foi validado
conforme normas estabelecidas pela IUPAC. Sob condi¢des étimas estabelecidas,
uma curva analitica entre 0,1 e 2,0 pug L™ foi construida entre a concentracgédo de Sh(lll)
e as repostas em altura de pico de fluorescéncia atbmica. A curva apresentou

comportamento linear que foi confirmado pela analise dos resultados da ANOVA.

3.000
y = 1.368,30x - 77,76 s
2.500
2.000 .

1.500

1.000

Fluorescéncia atdbmica

500

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Concentragdo de Sb total em pg L1

Figura 19 Curva analitica para determinag&o de Sb total em amostras de suco de uva.

Costumeiramente, antes de avaliar a significancia estatistica da regresséao, a
falta de ajuste € verificada. Para isso, comparou-se a razao MQ+aj/MQep calculada com
o valor tabelado, que para este caso € de 3,71 (F3,10). Como valor calculado foi bem
inferior ao valor tabelado, ndo existe evidéncia de falta de ajuste do modelo linear
ajustado aos dados experimentais. Na avaliacdo da significancia da regressao, a
razdo MQr/MQr calculada é comparada a tabelada, que neste caso é de 4,67 (F1,13).
A razéo calculada foi muito superior ao valor tabelado, portanto, conclui-se que a

regressao € altamente significativa.
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Desta forma, a curva analitica foi validada para determinacdo de antiménio
inorgancio total. A equacao de regresséo para o modelo foi R = (-77,76 £ 10,48) +
(1.368,30 * 8,55) C; onde R corresponde a resposta analitica (medi¢cbes de altura de
pico associadas as intensidades de fluorescéncia atémica), C a concentracdo de Sb
total na faixa de trabalho de 0,1 a 2,0 ug L. Esses intervalos de confianca estimados
nao contém "zero", logo, os parametros sdo considerados significativos a 95% de
confianga.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados
respectivamente em 3 e 10 vezes os desvios padrdo do branco, de acordo com a
IUPAC [197]. Trinta medidas em branco foram utilizadas para essa estimativa, onde
os respectivos valores de LD e LQ foram de 0,02 e 0,066 pg L.

4.2.3 Analise das amostras

7

Conforme exposto nas sessdes anteriores, 0 método € adequado para a
determinacao de antimonio total em amostras reais. O resultado obtido pelo método
FBA-HG-AFS é mostrado na Tabela 20 e € comparado ao método de referéncia por
geracado de hidretos e deteccédo por fluorescéncia atdmica. De acordo com os dados
apresentados, ha uma boa concordancia entre os valores do método proposto e o da
analise de referéncia. Quando aplicado o teste t pareado nos resultados obtidos pelos
dois métodos, ndo ha diferenca estatisticamente significativa a um nivel de 95% de
confianga. As concentragdes de antimonio total encontradas foram de 1,23 + 0,05 a
4,58 +0,1 ug L.

No Brasil, a lista de limites maximos de toleréncia para contaminantes em suco
de fruta inclui 10 elementos-traco, dentre eles o antiménio, cujo limite maximo € de
1,0 mg L. As amostras analisadas apresentaram concentragdes de antiménio total
bem abaixo do limite permitido no Brasil. Dessa forma, seu consumo nao oferece

riscos a saude.
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Tabela 20 Determinacéo de antimdnio total em amostras de suco de uva (ug L) usando o
sistema automatico FBA-HG-AFS e o método de referéncia por geracdo de hidretos e

deteccao por fluorescéncia atbmica.

FBA-HG-AFS Referéncia
Amostas (Sugtff?)' tDP bpRros a%tff?)' +DP DPR%
1 4,01 +£0,10 3,10 3,95 0,08 2,05
2 1,23 £0,05 3,56 1,26 £ 0,03 2,17
3 2,79£0,10 3,70 2,85+ 0,08 2,63
4 4,58 + 0,10 3,45 4,62 +0,09 2,10
5 2,11 +£0,08 3,08 1,98 £ 0,07 3,10
6 2,99 £0,10 3,20 2,84 £0,09 3,01

4.2.4 Testes derecuperacao e caracteristicas do sistema automético FBA-HG-

AFS na determinagcdo em amostras de suco de uva

Adicionamente, foram realizados testes de recuperacao nas seis amostras, que

sdo mostrados na Tabela 21. Os testes de adicao foram feitos nos niveis de 0,5, 2,0

e 4,0 ug L. Conforme os dados apresentados, os testes indicaram que a preciséo e

exatidao foram satisfatérias. As recuperacdes variaram de 88,8 + 1,5 até 116,2 + 1,2

% para antimonio total.

Tabela 21 Teste de recuperacdo para as amostras de suco de uva.

Recuperacao (%)

Amostras

0,5 (ug L™ 2,0(ugL™ 4,0 (ugL™
1 93,2+1,5 97,6 +1,7 95,1 +2,0
2 89,5+1,2 98,6 + 1,3 104,4+15
3 95,8+ 1,6 101,8 +1,8 97,7+1,8
4 104,3+1,4 98,9+1,9 94,2+2,0
5 88,8+1,5 106,4 + 1,5 116,2 +1,2
6 106,2+1,8 102,3 +1,7 107,5+1,9
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A determinacdao direta de antimdnio total em amostras de suco de uva utilizando
o método FBA-HG-AFS apresentou baixo consumo de reagentes e amostras, e baixa
geracdo de residuos, em que o volume total gerado por analise foi de 1.150 pL. A
determinacao de Sb total foi realizada em 41 s, assim, foi possivel realizar cerca de
87 determinacdes por hora.
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5 CONSIDERACOES FINAIS
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5.1 CONCLUSOES

Neste trabalho de pesquisa, foi desenvolvido um novo método analitico
automético que alia a interessante estratégia de remocao do analito da matriz de
interesse através da geracdo de hidretos. O sistema automatico fluxo-batelada
propicia excelentes caracteristicas analiticas a essa técnica, sendo a sua interacao
explorada pela primeira vez. Deste modo, foi possivel implementar esta nova

aplicacdo automatica envolvendo a geragéo de hidretos.

Para lograr éxito na realizagcdo deste trabalho, o primeiro objetivo foi o
desenvolvimento do sistema automatico e o acoplamento eficiente com o
espectrometro de fluorescéncia atbmica. Isso foi possivel mediante a conexao entre a
saida superior da camara FB-GLS e a entrada na membrana de secagem do
equipamento de forma que o caminho fosse o0 menor possivel para minimizar a

dispersao dos hidretos formados.

Para a homogeneizacdo da mistura, formacédo dos hidretos e separacédo gas-
liquido on-line de forma eficiente, uma camara de mistura com seis canais de entrada,
um canal de saida inferior e outro superior, foi confeccionada em politetrafluoretileno.
Ao contrario dos métodos de fluxo automaticos desenvolvidos anteriormente, que
usam fluidos confluentes e dispositivos complexos, a principal vantagem do método
FBA-HG-AFS proposto foi o uso inovador de uma camara de mistura simples feita em
laboratério. O procedimento automatico desenvolvido para especiacao de antiménio
inorgénico e determinagdo de antimonio total foi aplicado com sucesso mediante o
uso do software de controle desenvolvido em ambiente Labview para administracao

de cada etapa das analises.

A determinacao e especiacao de antimdnio inorganico nas amostras aquosas foi
satisfatoria, répida e sensivel gracas a metodologia escolhida, na qual o iodeto de
potassio foi utilizado como agente de pré-reducdo e o Sb(V) foi mascarado
previamente antes das andlises. Dessa forma, a quantificacdo das espécies de Sb
total e Sb(lll) juntamente com as etapas de limpeza foi realizada em um pouco mais
de um minuto, o que proporcionou excelentes frequéncias analiticas frente aos outros
sistemas automaticos com a mesma proposta, além de ter gerado baixissimo residuo.

O procedimento conseguiu quantificar e especiar as espécies de antiménio presentes
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em nivel de nanograma por litro. A analise da amostra de referéncia e os testes de

recuperacao mostram a robutez e confiabilidade do método.

A extracdo acida on-line de antimdnio total em amostras de suco de uva foi
realizada com sucesso pelo acido cloridrico a 6 mol L't em um curto intervalo de tempo
de 5,0 s. Com isso, foi possivel implementar a analise automatica direta de antimdnio
total nas amostras. No procedimento, apds a extracdo do antimonio, o iodeto de
potassio promoveu a pré-reducdo das espécies de Sb presentes a Sh(lll) e, apds a
adicdo de borohidreto de sodio, o hidretos de antiménio foram gerados e o antiménio
total foi quantificado. Desde a extracdo de antimonio e geracao de hidretos direta nas
amostras, foi necessario um tempo de 41 s para a determinacdo de antimonio total,
juntamente com a etapa de limpeza da camara FB-GLS. Além disso, a andlise direta
ndo mostrou diferenca estatitica com o método de referéncia a 95% de confianca.
Dado a escassez de poucos sistemas automaticos para determinacdo de metais em
nivel traco em amostras de suco, e também da necessidade monitoramento nesse
tipo de bebida que apresenta um consumo consideravel, este método contribui
enormemente para que as analises de rotina nesse tipo de amostras sejam realizadas

com a devida agilidade e confiabilidade.

Deste modo, se permite enfatizar, que por meio da unido da fluorescéncia
atbmica, geracdo de hidretos e automacao analitica, através do sistema fluxo-
batelada, podemos vislumbrar o desenvolvimento efetivo de modernas metodologias
com aplicacdes direcionadas, sensiveis e seletivas cada vez mais requeridas para
analises de rotina. A estratégia ndo cromatogréafica desenvolvida para determinacao
de Sh(V), Sb(lll) e Sb total pelo método FBA-HG-AFS oferece uma alternativa simples
e sensivel as técnicas hifenizadas para analise de especiacdo. Da mesma forma, a
determinacao direta nas amostras de suco de uva, oferece um passo simples e
bastante rapido frente aos procedimentos de referéncia geralmente empregados para

esse tipo de amostra.
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5.2 PERSPECTIVAS

Durante o desenvolvimento da presente pesquisa, foi possivel vislumbrar as

seguintes perspectivas que podem vir a ser exploradas em pesquisas posteriores.

e Desenvolver novos procedimentos automaticos com geracao de hidretos e o
sistema fluxo-batelada para determinacéo de elementos traco em diferentes
matrizes como: medicamentos, combustiveis e alimentos.

e Ultilizar o sistema desenvolvido em espectrometro de fluorescéncia atdmica
com multideteccéo, proporcionando uma deteccao simultanea de mais de um
analito;

e Utilizar o sistema desenvolvido para determinacdo de outros analitos que
formam hidretos;

e Utilizar o sistema desenvolvido na determinagdo de analitos que formam
vapor frio;

e Desenvolver um sistema de deteccdo portétil para ser acoplado logo apés a
saida da camara FB-GLS, para analises ainda mais rapidas proporcionando
medidas analiticas ainda mais sensiveis;

e Miniaturizar o sistema fluxo-batelada desenvolvido, minimizando ainda mais a
guantidade de reagentes e amostra, bem como a geracéo de residuos;

¢ Integrar outras formas de deteccdo, a exemplo do ICP-OES e ICP-MS, ao

sistema automatico fluxo-batelada;
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