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Resumo 

Avaliação de um sistema FI-HG-MF-AAS e extração assistida por micro-

onda na especiação de arsênio inorgânico 

 

Autor: Eraldo Luiz Lehmann 

Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda 

Co-orientadora: Profa. Dra. Anne-Hélènne Fostier 

 

 Nessa Dissertação foram avaliados um sistema de injeção em fluxo com geração de 

hidretos acoplado a um espectrômetro de absorção atômica com atomizador forno metálico 

de liga Inconel 600® (FI-HG-MF-AAS), bem como a técnica de extração assistida por micro-

onda (MAE) como método de preparo de amostra para a especiação de arsênio inorgânico. 

 Para o sistema FI-HG-MF-AAS, condições brandas (pH tamponado em 4,5 e 

concentração de tetraidridoborato(1-) 0,1% (m/v)) foram utilizadas para que apenas a 

espécie Asi(III) gerasse o seu respectivo hidreto (arsano – AsH3), atingindo-se limites de 

detecção de 2,0 µg L-1 e quantificação de 6,6 µg L-1, tornando o método adequado para uso 

em análises que atendam a portaria de potabilidade de água de acordo com o Ministério da 

Saúde e Organização Mundial da Saúde (WHO). O Asi(V) não apresentou qualquer sinal nas 

condições brandas, e apenas o uso de L-cisteína como pré-redutor foi eficiente para sua 

conversão a Asi(III). O teste de recuperação foi realizado utilizando material de referência 

NIST 1643e, Traços de elementos em água, com 60,45 µg L-1 de arsênio total. O resultado 

mostra que Asi(III) não está presente na amostra em concentração acima do limite de 

detecção, e usando L-cisteína na concentração de 3% (m/v), obteve-se 60,5 µg L-1 de Asi 

total, atingindo 100% de recuperação. 

 A técnica de extração assistida por micro-onda mostrou-se eficaz para a extração de 

As total no material certificado de plâncton BCR414, atingindo um nível 93% de recuperação. 

Também se mostrou eficiente para manter as espécies de As inorgânico (Asi(III) e Asi(V)) 

inalteradas, sendo assim uma técnica promissora para o preparo de amostras para a análise 

de especiação. 
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Abstract 

 

Evaluation of a FI-HG-MF-AAS system and microwave-assisted extraction 

on inorganic arsenic speciation 

 

Author: Eraldo Luiz Lehmann 

Adviser: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda 

Co-adviser: Profa. Dra. Anne-Hélènne Fostier 

 

In this work a Flow Injection - Hydride Generation - Metallic Furnace - Atomic 

Absorption Spectrometry (FI-HG-MF-AAS) system was evaluated, using an Incone600 ® alloy 

tube as a metallic oven, as well as the technique of microwave-assisted extraction (MAE) for 

sample preparation aiming speciation of inorganic arsenic. 

For the FI-HG-MF-AAS system, mild conditions (buffered media at pH 4.5 and 

concentration of tetrahydridoborate (1-) 0.1% (m/v)) allow that only iAs(III) generates hydride 

(arsane - AsH3), reaching a detection limit of 2.0 µ gL-1 and limit of quantification of 6.6 µg L-1, 

making suitable for its use in analysis according to Brazilian’s Ministry of Health and World 

Health Organization (WHO) for drinking water. The inorganic As(V) did not show signal in mild 

conditions, and only the use of L-cysteine as pre-reducing agent was efficient in its 

conversion to inorganic As(III). The recovery test was carried out using reference material 

NIST 1643e, Trace elements in water, with 60.45 µg L-1 of total arsenic. The result shows that 

inorganic As(III) is not present at concentration above the limit of detection, and using L-

cysteine 3% (w/v), was obtain a total inorganic As concentration of 60.5 µg L-1, reaching a 

recovery of 100%. 

Microwave-assisted extraction technique was effective for the extraction of the total 

arsenic in certified plankton BCR414material, reaching a recovery level of 93%. Additionally, it 

also proved to be effective in preserving the species of unchanged inorganic arsenic, making 

it a promising technique for sample preparation aiming a speciation analyzes. 
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1. INTRODUÇÃO: 

 

 Desde 2000, a IUPAC define Especiação ou Especiação de um Elemento como a 

distribuição de um elemento químico entre definidas espécies em um sistema; Espécie 

química, por sua vez, é definida com a forma específica de um elemento definido como a 

composição isotópica, como carbono 12, 13 e 14, eletrônica ou estado de oxidação, como 

cromo trivalente e hexavalente, e/ou estrutura molecular ou de complexo, como compostos 

organometálicos; Análise de especiação é definida pelas atividades de análise de 

identificação e/ou medição das quantidades de uma ou mais espécies químicas individuais 

em uma amostra. A IUPAC também define como Fracionamento o processo de classificação 

de uma substância ou um grupo de analitos a partir de uma determinada amostra de acordo 

com propriedades físicas (por exemplo, tamanho, solubilidade) ou químicas (por exemplo, 

ligação, reatividade). Vale à pena enfatizar que Fracionamento não é Especiação, porém, 

pode permitir uma futura especiação [1]. 

A especiação de elementos químicos tem sido amplamente estudada nos últimos 

anos. A determinação das espécies presentes em um determinado tipo de matriz é do 

interesse de várias áreas científicas, como medicina, ambiente, saúde ocupacional, entre 

outras. Os efeitos de diferentes estados de oxidação de um mesmo elemento sobre a saúde 

humana e meio ambiente são conhecidos e amplamente estudados, como os efeitos do 

Cromo (VI), extremamente carcinogênico e mutagênico [2], enquanto o Cromo (III) é 

considerado um micronutriente [3].  

 Em matrizes sólidas, existe, normalmente, a necessidade de solubilizar os analitos 

para que estes possam ser identificados e quantificados. Métodos convencionais para a 

solubilização utilizando energia micro-onda em frascos fechados empregam a adição de 

ácidos minerais, sozinhos ou combinados. A mistura mais utilizada é a de ácido nítrico 

(HNO3) com peróxido de hidrogênio (H2O2), pois apresenta um alto poder de oxidação [4]. 

Entretanto, devido a essa característica oxidante, a mistura pode destruir compostos 

organometálicos de interesse e converter as espécies presentes ao estado de oxidação mais 

elevado, o que pode alterar a distribuição das espécies de um dado elemento na matriz 

estudada. 
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 A distribuição das espécies de arsênio inorgânico (Asi(III) e Asi(V)) em meio aquático 

depende das condições de pH e potencial redox do meio. Em condições oxidantes, 

predominam as espécies de arsênio pentavalente, principalmente da forma de oxiânions 

(H2AsO4
-/pKa=2,19; HAsO4

2-/pKa=6,94). Por outro lado, em condições redutoras, o arsênio 

trivalente é a forma termodinamicamente mais estável, a qual está presente principalmente 

na forma de ácido arsenoso (H3AsO3/pKa1=9,22) no pH natural da água [5]. Porém, já foi 

observado que o metabolismo por organismos vivos de oxiânions de arsênio envolve 

processo de metilação oxidativa e redutiva, gerando espécies como metilarsonito (CH3AsO2
2- 

= MMAIII), dimetilarsinito ((CH3)2AsO- = DMAIII), metilarsonato (CH3AsO3
2- = MMA) e 

dimetilarsinato ou cacodilato ((CH3)2AsO2
- = DMA), contudo essas espécies não são tão 

estudadas devido a suas menores toxicidades frente às formas não metiladas dos oxiânions 

de arsênio, e suas menores quantidades no meio ambiente [6]. Porém, MMA e DMA são 

utilizados em biocidas, tornando-se, portando, importante suas quantificações [6]. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA: 

 

2.1. Arsênio: meio ambiente e toxicologia 

 

Arsênio é o vigésimo elemento em abundância na crosta terrestre, décimo quarto na 

água do mar e décimo segundo no corpo humano. Desde que foi isolado em 1250, foi 

aplicado nas áreas médicas, agrícolas, pecuárias, eletrônicas e metalúrgicas, porém, já foi 

reconhecido que pode ser carcinogênico mesmo em baixas concentrações [7]. 

Na crosta terrestre, arsênio compreende cerca de 0,00005% da sua composição 

distribuídos em diversos minérios, como Arsênio mineral (As0), Arsenopirita (FeAsS), 

Arsenolita (As2O3) e Nicolita (NiAs) [7]. Também é possível encontrar espécies metiladas 

devido à presença de bactérias (como Escherichia coli, Flavobacterim sp, Methanobacterium 

sp) e fungos (como Aspergillus glaucus e Candida humicola) que podem biometilar o 

arsênio[7]. 

Em águas naturais, esse elemento é encontrado em baixas concentrações, sendo que 

o VMP de arsênio total para a água ser considerada potável é de 10 µg L-1 de acordo com a 

EPA [8], WHO [9] e Ministério da Saúde [10]. Para o descarte de efluentes líquidos, o 

máximo permitido é de 0,5 mg L-1, de acordo com o CONAMA[11], também em termos de 

arsênio total. 

A razão As(III):As(V) em águas naturais oxigenadas, calculada pela Equação de 

Nernst (vide Equação 1-4), é de 1:1026 [7,12]; porém, o encontrado varia entre 10:1 e 1:10, 

devido à ação redutora de micro-organismos presentes na água [12]. 

 

H�AsO� + 	2H
 + 	2e� ⇌ H�AsO� +	H�O     E0 = 0,559V Equação 1 

  

E = E� −	RTnF ln
[H�AsO�]

[H�AsO�][H
]� Equação 2 

  

E = 0,559 − 	0,0296 �log"� [H�AsO�]
[H�AsO�] + 2pH$ 

Equação 3 
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[H�AsO�]
[H�AsO�] = 10

�,&&'�(��,�&'�)*
�,��'+  

 

Equação 4 

Na Equação 1, observamos a reação de redução do ácido arsênico para ácido 

arsenoso; na Equação 2 temos a equação de Nernst para a Equação 1; na Equação 3 temos 

a Equação de Nernst substituindo o valor de E0 por 0,559V, T por 298,2K (25°C), R por 8,315 

J K-1 mol -1, F por 96485 C mol-1 e n por 2 elétrons, transformando o logaritmo natural em 

logaritmo de base decimal, isolando a concentração de [H+] e transformado em pH; na 

Equação 4 temos a fórmula para o calculo da relação Asi(III):Asi(V), isolando-a a partir da 

Equação 3. 

A concentração de arsênio encontrada em águas naturais não poluídas varia entre 1 e 

10 µg L-1, aumentando de 100 até 500 µg L-1 em águas próximas a minerações, 

principalmente de enxofre. As concentrações baixas em águas naturais devem-se ao fato do 

arsênio ser adsorvido em material particulado [7]. 

No ar, arsênio é encontrado principalmente adsorvido no material particulado, numa 

concentração entre 0,4 e 30 ng m-3, e usualmente se encontra arsenito e arsenato, e as 

espécies orgânicas menos importantes exceto por áreas onde o arsênio é utilizado como 

pesticida [7]. 

Para organismos vivos, o arsênio é considerado um elemento com caráter 

acumulativo, isto é, uma vez capturado ou ingerido pelo organismo, leva-se um tempo longo 

para ele ser eliminado, levando a uma taxa de eliminação menor que a taxa de assimilação. 

Vegetais podem capturar o arsênio principalmente a partir de solos contaminados, com 

concentrações podendo variar de 0,01 até 5 µg g-1 em base seca. Dificilmente animais serão 

envenenados por ingerir plantas contaminadas por arsênio, pois estas apresentam danos 

antes de atingir níveis tóxicos para o consumo [7].  

Em animais marinhos, encontram-se níveis entre 0,005 e 0,3 mg kg-1 em celenterados 

(hidras e corais), alguns moluscos e crustáceos; alguns mariscos podem conter acima de 

100 µg g-1 do elementos. Em peixes de água doce, a concentração média é de 0,54 µg g-1 
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com base em massa úmida, porém, já foram encontrados 77,0 µg g-1 em óleos de fígado de 

robalo [7]. 

Em mamíferos, o arsênio se acumula principalmente em cabelos e unhas, devido sua 

alta afinidade por queratina, normalmente nas formas inorgânicas. Em animais domésticos e 

seres humanos a concentração desse elemento é inferior a 0,3 µg g-1 em base úmida, sendo 

que a quantidade total de arsênio no corpo humano varia entre 3 e 4 mg, mas tende 

aumentar com o envelhecimento, sendo que a absorção de arsênio é maior para as espécies 

iônicas. No cabelo humano, a concentração varia entre 0,08 e 0,25 µg g-1; concentrações 

superiores a 1,0 µg g-1 no cabelo indicam contaminação por arsênio, e analisando sua 

concentração ao longo do cabelo pode-se estimar o tempo de exposição ao elemento [7]. 

O arsênio pode também contaminar o ambiente por ação antropogênica, devido ao 

seu uso como inseticida, herbicida, dissecante e preservante de madeira, aditivos 

alimentares e medicamentos. Na Áustria, por exemplo, camponeses ingeriam grandes 

quantidades de arsênio, acreditando que dava uma aparência sadia e um corpo robusto; hoje 

em dia já se conhece seu efeito tóxico, e suspeita-se que até a morte de Napoleão 

Bonaparte deu-se por envenenamento por arsênio [7].  

Seres humanos são expostos às diversas formas de arsênio, tanto inorgânicas quanto 

orgânicas, com propriedades fisioquímicas, biodisponibilidades e cinética de metabolismo 

diferentes. A via de exposição de arsênio pode ser por via respiratória, por poeira e fumos, e 

oral, por ingestão de água, bebidas e alimentos. Pouco se estudou sobre absorção pela pele. 

A biodisponibilidade do arsênio depende da matriz na qual se encontra e de sua solubilidade, 

além de presença de outros nutrientes no trato gastrointestinal [7].  

O mecanismo de assimilação de arsênio por organismos pode passar por processos 

de redução e metilação, os quais podem formar uma variedade de compostos. Por exemplo, 

arsenobetaína (AB) é a forma mais abundante de As em animais marinhos, enquanto 

arsenoaçúcares são as espécies predominantes em algas marinhas. Entretanto, também são 

detectados DMA, As Inorgânico (As (III) +As(V)) e AB [13]. 

Na Figura 1, podem-se observar exemplos de espécies de organoarsênio. 

 

 

 



Dissertação de mestrado Eraldo Luiz Lehmann 

6 

 

As

HO

HO

H3C
 

As

HO

H3C

H3C
 

As

H3C

H3C

H3C
 

(a) (b) (c) 
   

As

HO

HO

H3C

O

 

As

HO

H3C

H3C

O

 

As

H3C

H3C

H3C

O

 
(d) (e) (f) 

   

  
(g) (h) 

  

  
(i) (j) 

Figura 1: Exemplos de organoarsênio: (a) ácido metilarsonoso - MMA(III); (b) ácido dimetilarsinoso - 
DMA(III), (c) Trimetilarsano; (d) ácido metilarsônico - MMA; (e) ácido dimetilarsínico ou cacodílico - 
DMA; (f) Óxido de trimetilarsano (TMAO); (g) Arsenocolina (AC); (h) Arsenobetaína (AB); (i) 
Arsenoaçúcar dimetilado; (j) Arsenoaçúcar trimetilado 

 

Microalgas que compõe o fitoplâncton são as principais fontes de alimento para 

organismos maiores e contribuem para o ciclo do arsênio. O fito plâncton é considerado o 

principal responsável pela produção de Asi(III), MMA e DMA em ambientes marinhos. Por 

isso, as microalgas são empregadas em estudos sobre a cadeia alimentar para elucidar a 

formação de AB em organismos maiores [14]. 

Considera-se que o arsênio é capturado por organismos como Asi(V), por meio de 

transporte de fosfato pela membrana celular, e convertido a Asi(III), pois Asi(V) interfere em 

rotas metabólicas associadas à fosforilação. Essa captura ocorre em altas concentrações de 

As, as quais podem influenciar nas concentrações de As total dentro dos organismos, bem 

como nas proporções de As inorgânico e As orgânico [14]. Hayakawa et al. [15] realizaram 

um estudo cinético em fígado de rato para propor um mecanismos da conversão de As(V) às 

suas espécies metiladas (Vide Figura 2) 
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Figura 2: Mecanismos proposto por Hayakawa et al. [15] para a metilação do As(V) 
  

Estudos também indicam que a metilação em seres humanos começa para limitar a 

concentração de arsênio inorgânico entre 0,2 e 1 mg kg-1. Em condições normais, isto é, sem 

a ingestão excessiva de arsênio inorgânico, cerca de 60% de arsênio eliminado na urina está 

na forma de DMA, 20% na forma inorgânica e 20% na forma de MMA. Arsenobetaína e 

arsenoaçúcares são eliminados sem qualquer alteração. O arsênio ainda pode ser eliminado 

pelo suor, em menor quantidade; devido sua alta afinidade por queratina, cabelos, pele e 

unhas podem ser consideradas também como rotas de excreção de arsênio. Em seres 

humanos, esse elemento pode ainda ser excretado pelo leite materno [7]. 

 A toxicidade dos compostos de arsênio depende tanto da forma quanto do estado de 

oxidação, decaindo dessa maneira: arsano > AsO3
3- > Organoarsênios trivalentes > AsO4

3- > 

Organoarsênios pentavalente > As0. Por essa forma, considera-se que o mecanismo de 

metilação faz parte da rota de desintoxicação e excreção do arsênio. Porém, estudos já 

demonstraram que MMAIII é 26 vezes mais tóxico para hepatócitos e apresenta potencial 

inibidor de tiorredoxina redutase (in vitro) 100 vezes maior que Asi(III). Outros estudos 

mostraram que MMAIII e DMAIII formam complexos com GSH, assim como Asi(III), que são, 

no mínimo, tão tóxicos quanto o próprio Asi(III). MMAIII e DMAIII também podem causar dano 

no DNA de linfócitos periféricos [7]. 
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 Outro efeito tóxico do arsênio é a inativação de enzimas. O arsênio trivalente liga-se a 

grupos sulfidrilas e hidroxilas, principalmente se forem dois grupos sulfidrilas adjacentes. Um 

exemplo é a inativação da piruvato desidrogenase pela complexação com Asi(III), impedindo 

a geração de adenosina-5-trifosfato (ATP). Porém, se o arsênio se ligar a grupos sulfidrilas 

não essenciais, pode-se ter uma importante rota de detoxicação de arsênio, como, por 

exemplo, a presença deste elemento em cabelo e unha [7]. 

 Asi(V) não interage com grupos sulfidrilas, porém, pode competir com o fosfato, 

impedindo a fosforilação oxidativa, processo responsável pela formação de ATP, pois forma 

um éster de arsenato com o ADP, que é instável e sofre hidrólise não enzimática. Arsenato 

também substitui fosfato no DNA, impedindo seu mecanismo de reparação [7]. 

 Exposição crônica à arsênio inorgânico pode causar diversos efeitos na saúde, 

incluindo: problemas respiratórios, como bronquite, rinite, faringite e perfuração do septo 

nasal; pulmonares; cardiovasculares, como infarto no miocárdio e arritmia cardíaca; 

gastrintestinais, como ressecamento da boca e garganta, esofagite, gastrite, colite, azia e 

anorexia; hematológicos, como anemia e leucopenia; hepáticos, como cirrose e neoplastia 

hepática primária; renais, como câncer, necrose cortical e falência renal; dérmicos, como 

queratose, hiperqueratose, melanose, leucomelanose e câncer; neurológicos, como dores de 

cabeça, letargia, confusão mental, alucinações e coma; má formação congênita de fetos e 

aumento de abortos espontâneos e diabetes mellitus [7].  

 Diversos episódios de envenenamento por exposição a arsênio foram reportados 

através do mundo, alguns devido a concentração naturalmente alta na região, como em 

Taiwan, Índia, Argentina, Condado Millard, Utah, Condado Lane, Oregon, Nevada, New 

Hampshire e Condado Lessen, Califórnia, nos Estados Unidos, Ontário e Nova Escócia, no 

Canadá, Hungria, Nova Zelândia, Polônia, Alaska, Siri Lanka, Espanha, China, Fukuoka, no 

Japão, e Vietnã; outros foram por contaminação industrial, como os da Tailândia, Filipinas, 

Nakajo, Toroku e Matsuo, no Japão, Calcutá, na Índia, Austrália, República Tcheca, Toronto, 

no Canadá, Grécia, Montana, nos Estados Unidos, Inglaterra, Terron, no México, Suécia, 

Escócia e Bulgária; tem incidente ainda por contaminação em alimentos e bebidas, como o 

do Shoio e leite em pó no Japão, vinho na Inglaterra e na Alemanha, e na China [7]. 
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2.2. Espectrometria de Absorção Atômica com Chama empregando Geração de 

Hidretos (HG-FAAS) para a determinação de As: 

 

 A geração de espécies voláteis é uma técnica muito empregada na determinação em 

nível de traço e ultratraço e na especiação química pela química analítica. As técnicas mais 

populares para a geração espécies voláteis trabalham com os elementos que formam 

hidretos voláteis e o mercúrio, que podem ser obtidos por meio de estratégias diferentes de 

derivatização, como geração química, geração eletroquímica, geração fotoquímica e geração 

sonoquímica [16]. 

 Na Tabela 1 são apresentadas algumas nomenclaturas empregadas na técnica de 

geração de hidretos para análise de arsênio. 

 

Tabela 1: Nomenclaturas recomendadas e usualmente observadas na geração química de hidretos 
voláteis[16] 

Formula química 
Nomenclatura 

recomendada pela IUPAC 
[17] 

Outras nomenclaturas 
frequentemente 

observadas na literatura 

AsH3 
Arsano (nome parental do 
hidreto), triidridoarseno, 

triidreto de arsênio 
Arsina, hidreto de arsênio 

BH.�� 
Tetraidridoborato(1-), 

boranueto 
Tetraidroborato(III), 

tetraidroborato, boroidreto 
 

 Em 1961 foi reportado, pela primeira vez, a preparação de arsano e seu dímero 

diarsano (H2As-AsH2) pela reação de espécies de arsênio como tetraidridoborato(1-) (THB) 

de sódio. Em 1969, foi evidenciada a vantagem de introduzir o hidreto gasoso para a 

determinação de arsênio por espectrometria atômica. Inicialmente, esse arsano era gerado 

pela reação de arsênio hidrogênio radicalar formado na reação de zinco metálico em meio 

ácido, mas foi substituído por THB em 1972 [16]. 

 

Zn + 2H
 	⇌ 	 Zn�
 + 	2H • Equação 5 

 

	BH�� +	H
 + 	3H�O	 ⇌ 	H�BO� + 	8H • Equação 6 
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 Na Equação 5 e na Equação 6 observamos a geração de hidrogênio radical a partir da 

reação de zinco metálico em meio ácido e da decomposição ácida do THB, respectivamente. 

Acoplando a técnica de geração química de hidretos voláteis com as técnicas de 

espectrometria atômica ou de massas, obtêm-se as melhores técnicas para a análise de 

elementos dos Grupos 14, 15 e 16 em concentrações abaixo de 1 µg L-1, empregado 

principalmente THB de sódio, muito menos frequente o de potássio. Outros boranos, como 

cianotriidridoborato(1-) (BH3CN-) e aminoboranos, também já foram empregados. Embora 

sua eficiência em termos de desempenho analítico não foi totalmente explorada, esses 

boranos são muito úteis nos estudos de mecanismo na técnica de geração química de 

hidretos [16]. 

 O arsano (AsH3) é obtido a partir do Asi(III) em uma ampla faixa de pH, desde 

soluções de ácido clorídrico 9-10 mol L-1 até soluções tamponadas com pH próximo ao 

neutro. É importante ressaltar que a formação de hidreto a partir do Asi(V) não pode ser 

realizada em valores de pH acima de 0,5, sendo necessário uma pré-redução, utilizando 

normalmente KI, ou, mais dificilmente, NaI [18]. Deve-se também levar em consideração que 

espécies metiladas de arsênio podem apresentar diferentes comportamentos na geração de 

hidretos em função do pH do meio [19], e arsenoaçúcares formam arsano de maneira menos 

eficaz que as espécies inorgânicas e metiladas [19]. 

A Espectrometria de Absorção Atômica com Geração de Hidretos (HG-AAS) é muito 

utilizada na separação e quantificação de arsênio, na faixa de 0,01 – 100 µg L-1 [20]. Para se 

trabalhar com HG-AAS, utiliza-se uma cela de quartzo a altas temperaturas [21,22] e fornos 

de grafite [23] como atomizadores. Porém, em 2007, foi publicado o primeiro trabalho por 

Figueiredo et al., utilizando um tubo metálico de liga Inconel 600® (min. 72,0% de Ni, 14,0-

17,0% de Cr e 6,0-10,0% de Fe),sobre a chama de ar: acetileno (vide Figura 3) como 

atomizador para a determinação de antimônio pela técnica de geração de hidretos para 

amostras ambientais e farmacêuticas. Foi utilizado um tubo de 10 cm de comprimento por 13 

mm de diâmetro interno sobre a chama, sendo que o tubo apresentava seis furos na parte 

inferior (vide Figura 4) para permitir que a chama entrasse parcialmente no tubo para atomizar 

o hidreto [24], similar à técnica TS-FF-AAS [25, 26, 27]. O hidreto era inserido dentro do tubo 

metálico por um orifício na parte superior (vide Figura 3b eFigura 4) do tubo com auxilio de um 
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capilar cerâmico, também de maneira análoga à técnica de TS-FF-AAS [25, 26, 27], e era 

separado da solução em um separador gás-líquido, proposto por Ribeiro et al. [28] (vide 

Figura 5). 

 

  

(a) (b) 
  

 
Figura 3: (a) Imagem demonstrando o tubo metálico sobre a chama; (b) Tubo metálico com a chama 
do equipamento ativada. 
 

 

Figura 4: Imagem do tubo metálico indicando os furos na parte inferior e o de inserção do capilar 
cerâmico na parte superior. 
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(a) (b) 

Figura 5: (a) Imagem do separador gás-líquido; (b) Corte transversal do separador gás-líquido, 
proposto por Ribeiro et al. [28] 

 

O tubo metálico sobre a chama apresenta vantagens interessantes quando 

comparado com ao tubo de quartzo, principalmente a maior resistência mecânica, maior 

tempo de uso (superior a 2000h de trabalho) e um menor custo (ca. U$7,00 cada tubo)[24]. 

Além disso, o tubo metálico também apresentou figuras de mérito iguais ou atém mesmo 

melhores que outros métodos propostos na literatura para determinação de antimônio [24]. 

Em 2010, Klassen et al. [29] também utilizaram o atomizador metálico de liga 

Inconel600® com furos na parte inferior sobre uma chama de ar:acetileno, mas como 

atomizador para arsano, em um sistema análogo ao de Figueiredo et al. [24]. Essa proposta 

será utilizada nessa dissertação e será mais bem detalhada posteriormente. 

 

2.3. Extração assistida por Micro-onda: 

 

 O preparo de amostras é a etapa crítica nos métodos analíticos e ainda requer 

desenvolvimentos de acordo com a capacidade das técnicas instrumentais modernas. Uma 

das principais rotas dos recentes avanços está baseada nas técnicas assistidas por radiação 

micro-onda, usando fornos tipo cavidade ou focalizada com frascos fechados ou abertos[4].  

As técnicas analíticas foram alavancadas pelos avanços na microeletrônica e 

dispositivos eletrônicos. Entretanto, as estratégias no preparo da amostra foram deixadas de 
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lado e continuam baseadas em procedimentos antigos. Apesar do sucesso em seu uso, 

essas técnicas não são mais compatíveis com os requerimentos modernos para um melhor 

controle de condições de reações, contaminação e introdução de amostra. Hoje em dia está 

claro que toda a capacidade analítica será alcançada apenas com um controle apropriado do 

branco analítico, que está relacionado com o preparo de amostra. Uma dessas estratégias é 

o uso de procedimentos baseados em micro-onda para o preparo de amostras [4]. 

Os efeitos de aquecimento causado pela radiação micro-onda foram descobertos 

durante a segunda guerra mundial enquanto se trabalhavam com o desenvolvimento de 

radares. Depois, com o desenvolvimento de um dispositivo capaz de emitir micro-onda em 

uma frequência constante e o conhecimento que algumas substâncias podem absorver essa 

radiação e converter em calor, foi possível a construção de equipamentos comerciais. 

Inicialmente, na química, foi usada para remover enxofre de carvão e na vulcanização da 

borracha. Em 1975, radiação micro-onda foi usada pela primeira vez no preparo de amostra. 

Atualmente, é usada também em sínteses orgânicas e inorgânicas, estudos cinéticos e 

qualquer procedimento químico crítico dependente da quantidade de energia e da taxa que 

esta é aplicada ao sistema [4]. 

A radiação micro-onda aquece rapidamente soluções contendo moléculas absorventes 

que se encontram dentro de frascos transparentes a micro-onda. Adicionalmente, a 

disponibilidade de frasco que suportam altas pressões, tão altas quanto 100 atm, permitem o 

uso de ácidos com altos pontos de ebulição, acelerando a reação e aumentando o seu poder 

de oxidação. Além disso, promove baixo consumo de reagentes, menores níveis de 

contaminação, melhor recuperação de compostos e elementos voláteis, maior 

reprodutibilidade, permite automação e operação segura [4]. 

O aquecimento por radiação micro-onda é baseado em dois fenômenos: rotação de 

dipolo e condução iônica. Para entender esses fenômenos, é importante considerar alguns 

conceitos. O primeiro é a constante dielétrica (ε’), que indica a capacidade do material 

obstruir a energia micro-onda que passar através dele; o segundo é a perda dielétrica (ε’’), 

que indica a capacidade do material dissipar essa energia; o terceiro é o fator de dissipação 

(tg δ = ε’’/ε’) que indica a capacidade de certa substância em converter energia 

eletromagnética em energia calorífica em uma determinada frequência e temperatura [4]. 
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A rotação de dipolo refere-se ao alinhamento das moléculas de acordo com seu dipolo 

por sua interação com o campo elétrico associado à radiação. Como o campo elétrico 

relacionado com o gerador de radiofrequência varia ca. 2,45 x 109 vezes s-1, as moléculas 

são alinhadas e desalinhadas ca. 4,9 x 109 vezes s-1. Essa movimentação das moléculas 

gera energia térmica por atrito. A eficiência desse processo depende da viscosidade do meio 

e do tempo de relaxação dielétrica, que é o tempo necessário para que 63% das moléculas 

alinhadas (baixa entropia) retornem à desordem inicial (alta entropia) quando o campo 

elétrico é removido. Se o inverso de tempo de relaxação dielétrica é muito maior ou muito 

menor do que a frequência de campo de electricidade, tempo de aquecimento vai aumentar. 

Isso ocorre porque cada molécula se desorganiza muito rápido, ou demora para se organizar 

[4]. 

A condução iônica é outro fenômeno responsável pelo aquecimento, devido a 

presença de eletrólitos fortes, positivos e negativos. Com a aplicação de um campo 

eletromagnético, os íons começam uma migração eletroforética em direção ao polo de carga 

oposta. Durante a migração, os íons sofrem resistência das moléculas de solvente, de 

moléculas neutras presente, e, principalmente, dos íons migrando na direção oposta, 

gerando calor (Efeito Joule). Esse fenômeno depende da concentração dos íons e das suas 

respectivas mobilidades iônicas [4]. 

Além disso, estudos comprovam que se pode gerar peróxido de hidrogêno e ácidos 

clorídrico, sulfúrico e nitrico pela reação de O2, Cl2, SO2, SO3 e N2 presentes no ar, e ácido 

fluorídrico pela reação do fluor proveniente do PTFE utilizado para a confecção dos frascos 

reacionais, com água usada como solvente em frascos fechados durante o programa do 

forno de micro-onda [30]. 

A técnica de Extração Assistida por Micro-onda (do inglês Microwave-assisted 

Extraction - MAE) vem sendo cada vez mais estudada, pois possibilita uma rápida extração 

de analitos de matrizes sólidas utilizando radiação micro-onda como fonte de energia, com a 

eficiência de extração comparável aos métodos de extrações clássicos, e utilizando 

solventes polares com constantes dielétricas altas como extrator, como água, metanol ou 

etanol [31]. Além disso, é também conhecida pelo baixo impacto ambiental, pois utiliza 

menores quantidades de solventes [32]. 
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A MAE já foi utilizada para a extração de materiais orgânicos, como resíduos de 

pesticidas em abacate para posterior análise por HPLC com detector de fluorescência [32] e 

extração de hidrocarbonetos poliaromáticos e n-alcanos pesados de material particulado 

presente no óleo diesel para posterior análise por CG com detector espectrométrico de 

massas [33]. 

  A água vem sendo empregada como solvente extrator para elementos químicos. 

Normalmente é feita uma mistura da amostra com água deionizada, a qual é agitada, e o 

sobrenadante é analisado. Nischwitz et al. [34] e Raab et al. [35]  e extraíram arsênio de 

algas; Karthikeyan et al. [36] utilizaram MAE para extrair arsênio, cobalto, cobre, cádmio, 

cromo, manganês, níquel, vanádio, zinco, ferro e chumbo de material particulado urbano e 

poeira urbana; Rahman et al. [37] extraíram arsênio de solo. 

Algumas vezes, são empregados agentes complexantes juntamente com MAE para 

favorecer a solubilização dos elementos. Di Palma et al. [38] utilizaram ácido cítrico e EDTA 

para extrair cobre, chumbo, zinco, cálcio e ferro de sedimento portuário.  

Algumas enzimas já foram utilizadas, associando-as à MAE, gerando a técnica 

denominada Extração Enzimática Assistida por Micro-onda (do inglês MAEE- Microwave-

assisted enzymatic extraction). Dessa maneira, espécies de arsênio e selênio foram 

extraídas de tecido de peixe com auxílio de protease-E e lipase [39] e de arroz com auxilio de 

α-amilase [40]. 

 Em MAE, já foram realizados estudos sobre a capacidade de extração de arsênio, 

utilizando material certificado de alga, junto com estudos sobre a variação no número de 

oxidação das espécies [41]. Nesse estudo, Salgado et al. extraíram de Sargassum fulvellum, 

Chlorella vulgaris, Hizikia fusiformis e Laminaria digitata as espécies Asi(III), Asi(V), DMA e 

MMA, empregando um sistema de micro-onda e a extração foi feita em frascos abertos 

utilizando água deionizada como solvente a uma temperatura de 90oC por 5 min. A mistura 

foi resfriada e centrifugada, e o sobrenadante analisado por HPLC-HG-ICP OES. As 

recuperações obtidas foram comparadas com as obtidas com extração assistida por 

ultrassom, e foi observado que a extração para arsênio (em termos de arsênio total) em 

algas por MAE é mais eficiente que a extração ultrassônica. No cromatograma de S. 

fulvellum apresentado pelos autores [41], foi possível observar a presença de quatro 

espécies de arsênio (Asi(III), Asi(V), DMA e MMA), porém, não existe certificação para as 
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suas concentrações no material estudado. Nischwitz et al.[34], Raab et al.[35] e Rahman et al 

[37] também analisaram seus extratos por técnicas de separação para identificar espécies de 

arsênio, porém, nos materiais utilizados por eles também não apresentavam as 

concentrações individuais das espécies. Mesmo assim, observa-se que MAE pode ser uma 

alternativa promissora para a extração e posterior especiação química. 

 

2.4. Especiação e química analítica 

 

Como foi apresentado anteriormente, diferentes estados de oxidação, composições 

isotópicas e estruturas moleculares de um mesmo elemento químico são consideradas 

espécies individuais. As metodologias de análise utilizadas na especiação química de um 

sistema produzem um perfil de espécies suficientemente diferentes e mensuráveis para o 

nível desejado de compreensão do comportamento do sistema. Vários aspectos contribuem 

para a identificação de espécies para um elemento particular, e podem diferir em 

importância, dependendo das razões pelas quais uma especiação foi realizada e das áreas 

de interesse, como meio ambiente, química, geoquímica, bioquímica e toxicologia [1]. 

Também foi ressaltado que diferentes espécies podem ter diferentes atuações no organismo 

[2,3,7], tornando necessário a identificação e quantificação dessas espécies individualmente. 

É importante ainda destacar que análise de especiação é atividade da química analítica que 

busca a identificação e quantificação de uma ou mais espécies de um elemento químico em 

um sistema, enquanto especiação é a distribuição de um elemento químico em suas 

espécies em um sistema, isto é, é o resultado da análise de especiação [1]. Para realizar a 

análise de especiação e posterior especiação, diferentes estratégias analíticas vêm sendo 

desenvolvidas, desde extrações e pré-concentrações até acoplamento de diversas técnicas 

analíticas.  

Sussulini et al. [42], utilizaram a extração por ponto núvem para extrair e pré-

concentrar cromo hexavalente em amostra de água, após a sua complexação com 

difenilcarbazida, diminuindo sua hidrofilicidade. Com a adição do surfactante Triton X-114, 

cloreto de sódio e aquecimento, ocorria a separação de fases e o complexo metálico migrava 

para a fase rica em surfactante e, após a sua separação da fase pobre em surfactantes 
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(aquosa), a mistura era diluída em uma solução de HNO3 a 0,1 mol L-1 e etanol a 5% (v/v), na 

proporção 1:9 e analisada em um espectrômetro de absorção atômica com chama. 

Lopes et al. [43], utilizaram uma fibra de PMDS/DVB utilizada para SPME para extrair 

espécies organoestanho voláteis (dibutilestanho e tributilestanho), enquanto realizava a 

análise de estanho total em sedimento marinho utilizando um espectrômetro de absorção 

atômica em forno de grafite (GF AAS). Tetraetilborato de sódio era adicionado juntamente 

com as amostra dentro de forno de grafite, fazendo a derivatização in situ das espécies, 

aumentando sua volatilidade. Após a extração durante a análise de estanho total, a fibra era 

levada a um cromatógrafo a gás acoplado a um espectrômetro de massas (GC-MS) para 

identificação e quantificação das espécies e butilestanho. 

Algumas vezes, técnicas de separação são combinadas on line com técnicas de 

espectrometria atômica para análise de especiação. Desta forma, Salgado et al. [41] uniram 

a técnica de cromatografia líquida com derivatização pós coluna para gerar hidretos com 

espectrometria de emissão ótica com plasma indutivamente acoplado (HPLC-HG-ICP OES) 

para análise de espécies de Asi(III), DMA, MMA e Asi(V) em algas. Koellensperger et al. [44] 

uniram cromatografia líquida e eletroforese capilar com espectrometria de massas com 

plasma indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS e CE-ICP-MS) para análise de Asi(III), Asi(V), 

DMA, MMA, AB e AC em solo contaminado com arsênio. Duester et al. [45] acoplaram a 

técnica de separação de cromatografia a gás espectrometria de massas com plasma 

indutivamente acoplado (GC-ICP-MS) para análise de espécies metiladas de arsênio, 

estanho e antimônio em solos, derivatizando as espécies com THB antes da injeção. 

Outra técnica que vem sendo utilizada é o Aprisionamento Criogênico (em inglês, 

Criotrapping), que consiste no congelamento dos hidretos em nitrogênio líquido, com uma 

posterior evolução dos hidretos, controlando a temperatura de acordo com seus respectivos 

pontos de ebulição (técnica denomina CT-HG-AAS). Musil et al.[46], utilizaram essa técnica 

para a análise de espécies inorgânicas metiladas de arsênio. Utilizando um sistema de 

injeção em fluxo, a amostra era misturada com THB, e, após a remoção dos hidretos em um 

separador gás-líquido, estes eram levados para um tubo em “U” imerso em nitrogênio líquido, 

onde eram congelados. Após a remoção do nitrogênio, pela diferença dos pontos de ebulição 

do arsano, metilarsano e dimetilarsano, estes eram sequencialmente levados até um 

espectrômetro de absorção atômica, onde eram quantificados. Para a análise das espécies 
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pentavalente, ácido tioglicólico e L-cisteina foram empregados para a pré-redução e o 

procedimento foi repetido. 
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3. OBJETIVOS: 

 

1 – Avaliar um sistema de injeção em fluxo com geração de hidretos e atomizar de forno 

metálico na espectrometria de absorção atômica para análise de especiação de arsênio 

inorgânico;  

2 – Viabilizar a extração assistida por micro-onda em frascos fechados com técnica de 

preparo de amostra para análise de especiação de arsênio inorgânico.  
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4. PARTE EXPERIMENTAL: 

 

4.1. Materiais e Reagentes: 

 

4.1.1. Reagentes: 

 

 Todas as soluções foram preparadas com água deionizada (ρ ≥18,2 MΩ cm, Millipore, 

EUA). Como fonte de Asi(III), foi utilizado uma solução de Arsenito de Sódio (Na3AsO3 - 

Riedel) 0,05 mol L-1 (3746,1 mg L-1 de Asi(III)); como fonte de Asi(V), Hidrogenoarsenato de 

sódio heptaidratado (Na2HAsO4.7H2O 99,998% Aldrich ), na concentração de 1000 mg L-1 de 

Asi(V), dissolvido em solução de ácido clorídrico (HCl 36% Merck) 2%(v/v). Essas soluções 

foram utilizadas tanto para os testes de otimização quanto nas extrações, juntamente com 

materiais certificados de plâncton (BCR414). Foi utilizada solução de Tetraidridoborato(1-) de 

sódio (NaBH4 98% Aldrich) preservada em hidróxido de sódio (NaOH 98% Sigma Aldrich) à 

0,05% (m/v) como agente redutor. Ácido cítrico anidro (99,5% Synth), foi utilizado para a 

preparação do tampão pH 4,5, neutralizado com NaOH. Uma série de pré-redutores foram 

testados para avaliar a eficiência de redução do Asi(V) a Asi(III): iodeto de potássio (KI 99% 

Nuclear) combinado com ácido ascórbico (99,7% Merck); cloridrato de hidroxilamina 

(NH2OH.HCl 99% Merck); tiossulfato de sódio anidro (Na2S2O3 98% Fluka); L-cisteína (99% 

Aldrich); tiouréia (99% Synth). 

 Ferrocianeto de potássio triidratado (K4Fe(CN)6.3H2O 99% Aldrich) e ferricianeto de 

potássio anidro (K3Fe(CN)6 99,3% J.T. Baker) foram utilizados para preparar o padrão 

228mV para o eletrodo de Pt/Ag/AgCl na concentração de 5 x 10-4 mol L-1 para cada sal, 

dissolvidos em um tampão contendo fosfato 0,1 mol L-1 pH 7, preparado pela mistura 

equimolar de diidrogenofostato de potássio (KH2PO4 99,4% J. T. Baker) e 

monoidrogenofosfato de potássio (K2HPO4 99,5% J. T. Baker) e o pH ajustado para 7 com 

solução de NaOH 1 mol L-1. 

 Soluções tampão comerciais fosfato pH 7 e ftalato pH 4 (Quemis – Brasil) foram 

utilizadas para a calibração do eletrodo de pH. 
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 A liga Inconel 600® (Camacam ligas especiais customizadas – São Paulo-SP – 

Brasil), composição min. 72,0% de Ni, 14,0-17,0% de Cr e 6,0-10,0% de Fe, foi utilizado para 

a confecção do tubo metálico usado como atomizador. 

 Os materiais certificados NIST1643e – Traço de elementos em água e BCR414 – 

Plancton, foram utilizados neste trabalho. Suas cartas de certificação estão apresentadas 

nos Anexos I e II, respectivamente. 

 

4.1.2. Equipamentos: 

 

 Para os testes de extração foi utilizado forno de micro-onda Provecto, tipo cavidade. 

Para as determinações de Asi(III) e Asi total (Asi(III) + Asi(V)), foi utilizado um espectrômetro 

de absorção atômica com atomização por chama, Analyst 300, marca Perkin Elmer, com 

uma lâmpada de EDL de arsênio, em um comprimento de onda de 193,7 nm e corrente de 

300 mA, grade de difração de 180 à 400nm, e uma lâmpada de deutério como corretor de 

fundo. Foi acoplado ao espectrômetro um sistema de geração de hidreto, empregando um 

injetor comutador e uma bomba peristáltica Ismatec modelo IPC, e atomizador metálico (liga 

Inconel 600®) sobre uma chama de ar:acetileno. Para a determinação de arsênio total 

(Asi(III)+Asi(V)+organoarsênios), foi utilizado um espectrômetro de absorção atômica com 

atomização eletrotérmica em forno de grafite (GF AAS) AA600 Perkin Elmer, utilizando uma 

plataforma com aquecimento transversal, modificador de matriz composto por paládio e 

nitrato de magnésio e corretor de fundo Zeeman, e o programa de análise sugerido pelo 

fabricante (Vide Tabela 2). 

 

Tabela 2: Progama para analise de As em GF AAS sugerido pelo fabricante Perkin Elmer 

Etapa 
Temperatura 

(ºC) 
tempo (s) Vazão de Ar 

(mL min -1) rampa Patamar 

1 Secagem 1 110 1 30 250 
2 Secagem 2 130 15 30 250 
3 Pirólise 1200 10 20 250 
4 Atomização 2000 0 5 0 
5 Limpeza 2450 1 3 250 
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 Para as medidas dos potenciais das soluções, um potenciômetro Digimed DM20 foi 

utilizado juntamente com um eletrodo combinado de platina com referência prata/cloreto de 

prata e eletrólito interno gel de cloreto de potássio saturado. Para os ajuste de pH dos 

tampões, o mesmo potenciômetro foi utilizado, acoplado a um eletrodo de vidro para 

medidas de pH. 

 

4.2 Procedimentos: 

 

4.2.1 – Avaliação do Sistema FI-HG-MF-AAS: 

 

Na primeira etapa dessa dissertação, foi verificado um sistema FI-HG-MF-AAS (do 

inglês Flow injection - hydride generation - metallic furnace – atomic absorption 

spectrometry),  para se realizar a determinação de Asi(III). O primeiro sistema testado foi o 

proposto e otimizado por Klassen et al. [29] (Vide Figura 6). 

 

 
Figura 6: Esquema do sistema de injeção em fluxo, na posição de amostragem. [BP] Bomba 
Peristáltica; [C] Solução Carregadora; [P⁄Am] Solução Padrão ou Amostra; [I] Injetor comutador; 
[THB] Solução de tetraidridoborato(1-) de Sódio; [R] Refluxo da solução de tetraidridoborato(1-) de 
Sódio; [x] Ponto de Confluência; [D] Descarte; [BR] Bobina de Reação; [SGL] Separador Gás-
Líquido; [Ar] Fluxo de Argônio. 

 

Os valores obtidos na otimização desse sistema [29], e que foram utilizados como 

pontos de partida nesse trabalho de Dissertação encontram-se na Tabela 3: 
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Tabela 3: Valores otimizados para análise de As por FI-HG-MF-AAS por Klassen et al.[29] 
Parâmetro avaliado Resultado otimizado 

Volume de solução padrão ou amostra 
injetada (µL) 

1600 

Vazão de carregador (mL min-1) 11,4 
Comprimento da Bobina de Reação (cm) 30 

Vazão de Acetileno (L min-1) 3 
Vazão de Ar (L min-1) 10 

Vazão de Argônio (mL min-1) 86 
Concentração da solução carregadora de 

HCl (mol L-1) 
1,44 

Concentração da solução de NaBH4 
preparada em NaOH 0,8% (m/v) 

 (% (m/v)) 
0,7 

Área total dos furos do tubo de liga 
Inconel® (mm2) 

42 

Vazão de água no nebulizador (mL min-1) 2 
 

É importante ressaltar que o tubo de liga Inconel 600® utilizado contém níquel em sua 

composição. O níquel pode reagir com o arsênio em sua forma atômica na chama, formando 

espécies como NiAs2O6 e Ni3(AsO4)2, espécies que se volatilizam sem atomizar, suprimindo 

o sinal analítico para arsênio. Após uma injeção de uma solução contento 40 mg L-1 de 

arsênio, todo o níquel da superfície do tubo foi consumido, e os sinais para baixas 

concentrações de arsênio começaram a ser notados [29]. O mesmo ocorreu com Figueiredo 

et al. para a determinação de antimônio pela técnica de FI-HG-MF-AAS, pois formava-se 

NiSb2O4 e NiSb2O6 [24]. Esse tratamento de decapagem é feito apenas para um tubo novo. 

Outro sistema testado foi uma adaptação do proposto por Gonzalez et al. [47], que 

utilizou um sistema similar, porém com atomizador de tubo de quartzo (QTA). O sistema está 

apresentado na Figura 7. 
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Figura 7: Adaptação do sistema do proposto por Gonzalez et al. [47], na posição de amostragem. 
[BP] bomba peristáltica; [C] solução carregadora; [P/Am] solução padrão ou amostra; [I] injetor 
comutador; [THB] solução de tetraidridoborato(1-) de sódio; [x] ponto de confluência; [D] descarte; 
[BR] bobina de reação; [SGL] separador gás-líquido; [Ar] fluxo de argônio. 

 

As condições descritas para o sistema proposto por González et al. [47] encontram-se 

na Tabela 4; sendo que os autores não dão mais nenhum detalhe do sistema proposto. 

 

Tabela 4: Condições propostas por González et al. [47]. 

Parâmetro Condição otimizada 

Carregador 
HCl 2% (v/v) ou Tampão citrato (20% (m/v) em 

ácido cítrico) pH = 4,5 

Redutor 
NaBH4 0,05% (m/v), preservado em NaOH 

0,05% (m/v) 
Rotação da bomba peristáltica 100 rpm 

Relação vazão carregador: redutor 2:1 
 .  

 Dessa maneira, para utilizar esse sistema apresentado na Figura 7, uma combinação 

do sistema de Klassen et al. [29] e Gonzalez et al. [47] foi realizada e otimizou-se os 

parâmetros de acordo com a Tabela 5. 
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Tabela 5: Condições a serem estudadas para o novo sistema FI-HG-MF-AAS 
Parâmetro Condições ou faixas a serem estudas 

Carregador HCl 2% (v/v) e ar 

Meio diluente para padrões/amostra 
HCl 2% (v/v) e Tampão citrato (20% (m/v) em 

ácido cítrico) pH = 4,5 
Vazão de carregador 3,5 – 17,4 mL min-1 

Comprimento da bobina de reação 30 – 120 cm 
Concentração de redutor 

tetraidridoborato(1-) (THB) 
0,05 – 0,3 % (m/v) 

Vazão de ar na chama 7,0 – 11,0 L min-1 
Vazão de acetileno na chama 2,0 – 4,0 L min-1 

Vazão de argônio no separador gás-líquido 88-160 mL min-1 
 

Para determinar Asi(V) e Asi total, foram estudados pré-redutores apresentados na 

literatura, sendo que Asi(V) foi considerado a diferença entre Asi total e Asi(III). 

 

 4.2.2 – Avaliação da Extração Assistida por Micro-onda: 
 

 

Nessa etapa do trabalho, foi avaliada a eficiência da extração assistida por micro-onda 

para a extração se arsênio total, utilizando material certificado de plâncton. Para isso, 

aproximadamente 100mg do material certificado foi pesada em frascos de Teflon®, 

adicionado 10 mL de água deionizada e irradiada em forno de micro-onda tipo cavidade em 

frascos fechados, no programa apresentado na Tabela 6. 

 

Tabela 6 : Programa utilizado para a extração de arsênio 

Etapa Tempo (min) Potencia (W) 

1 2 200 
2 10 800 
3 30 0 

 

Depois de esfriar, os extratos foram filtrados, avolumados para 25mL com agua 

deionizada e determinou-se o arsênio total por GF AAS, com o programa de aquecimento 

apresentado na Tabela 2. 
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Em seguida, foi realizado estudo da influência da radiação micro-onda nas proporções 

das espécies inorgânicas de arsênio. Para tal estudo, soluções contendo Asi(III) e Asi(V) 

passaram pelo mesmo programa extração. Após a extração, utilizou-se o sistema FI-HG-MF-

AAS para a determinação de Asi(III) e Asi total, que é obtido adicionando-se um pré-redutor 

às solução após a extração e analisando-o pelo sistema proposto. Asi(V) foi estimado pela 

diferença de Asi total e Asi(III).  

Na ultima etapa, foi determinado Asi(III) e Asi total nos extratos de plâncton, após a 

extração assistida por micro-onda, empregando o sistema proposto. Da mesma maneira, 

Asi(V) foi determinado pela diferença de Asi total e Asi(III). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES:  

 

Inicialmente, testou-se as condições do sistema FI-HG-MF-AAS otimizadas por 

Klassen et al. [29], apresentadas na Tabela 3, que foram repetidas para avaliação do 

desempenho, utilizando o sistema FI-HG-MF-AAS apresentado na Figura 6. Para isso, uma 

curva analítica foi obtida com soluções de Asi(III) (Figura 8).  

 

 
Figura 8: Regressão linear das absorbâncias integradas médias (n=3) obtidas no sistema proposto 
por Klassen et al. [29]. 

 

Porém, González et al. [47] avaliaram que condições próximas às utilizadas por 

Klassen et al. [29] (carregador HCl 10% (v/v), e redutor NaBH4 0,3% (m/v) preservado em 

NaOH 0,05%(m/v)) não são eficientes para a especiação de arsênio. Então, foi realizado um 

teste com as condições de Klassen et al. [29] com soluções individuais das espécies Asi(III) e 

Asi(V) sem pré-redutor para a comparação da resposta analítica obtida para as duas 

espécies de arsênio inorgânico no sistema apresentado na Figura 6. Os resultados estão 

apresentados na Figura 9. 
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Figura 9: Curvas analíticas (n=3) de Asi(III) e Asi(V) sem pré-redutor nas condições apresentadas na 
Tabela 3. — Asi(III); — Asi(V). 

 

Aplicando o teste de comparação de médias, observou-se que elas não são 

estatisticamente diferentes ao nível de 95% de confiança. 

 Essa impossibilidade de diferenciação se deve ao fato do próprio Tetraidridoborato(1-) 

de sódio ser um forte redutor, e, em concentrações tão altas de ácido, pode reduzir o 

Arsenato a Arsenito. Avaliando a quantidade de matéria adicionada ao sistema em fluxo a 

cada injeção, considerando o padrão de 80 µg L-1 e a solução de NaBH4 0,7%(m/v), 1,6 mL 

de cada solução representam 128 ng de arsênio (1,71 x 10-9 mol de arsênio) e 11,2 mg de 

NaBH4 (2,96 x 10-4 mol de NaBH4). Observando as estequiometrias da Equação 7 e da 

Equação 8. 

 

H�AsO�(34) + 2H(34)
 + 2BH�(34)� + 	5H�O(6) ⇌	H�AsO�(34) + 	2H�BO� + 7H�(8) Equação 7 

  

H�AsO�(34) + 6H(34)
 + 6BH�(34)� + 	15H�O(6) ⇌ 	AsH�(8) + 	6H�BO� + 21H�(8) Equação 8 

 

nota-se que para formar um mol de arsano, a partir do ácido arsenoso, são consumidos 6 

mol de tetraidridoborato(1-), enquanto partindo-se do ácido arsênico, são consumidos 8 mol 

de tetraidridoborato(1-). Isso significa que para reagir com a quantidade de arsênio injetada 

no sistema, são consumidos 1,03 x 10-8 mol de tetraidridoborato(1-) para o Asi(III) e 1,37 x 

10-8 mol para o Asi(V), ficando evidente o excesso do redutor. Com um alto poder redutor do 
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meio, graças ao excesso de ácido e tetraidridoborato(1-), o Asi(V) acaba sendo convertido a 

Asi(III). 

Após verificar que as condições propostas para o sistema de Klassen et al. [29] testou-

se o sistema por González et al. [47], apresentado na Figura 7 e as condições apresentadas 

na Tabela 4. 

 Combinando alguns parâmetros de Klassen et al. [29] com González [47], os 

parâmetros avaliados para esse novo, apresentados na Tabela 5. 

 Manteve-se do trabalho de Klassen [29] o volume da alça de amostragem, a área total 

de abertura do tubo metálico e a vazão de água no nebulizador do equipamento de absorção 

atômica; do trabalho de González [47], manteve-se a configuração do sistema e a 

preservação da solução de THB e a razão de vazão carregador:THB.  

 

5.1. Otimização do carregador: 

 

 Uma curva analítica de Asi(III) de 250 a 2000 µg L-1 e outra nas mesmas 

concentrações de Asi(V) foram obtidas utilizando como carregador solução de HCl 2% (v/v). 

Outra curva analítica, agora de 50 a 500 µg L-1 de Asi(III) e outra nas mesmas concentrações 

de Asi(V) foram obtidas utilizando como carregador ar impulsionado pela bomba peristáltica 

As curvas obtidas (n=5) encontram-se nas Figura 10 e  Figura 11.  
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Figura 10: Curvas analíticas obtidas empregando HCl 2% (v/v) como carregador (n=5). Condições 
fixadas: meio diluente HCl 2% (v/v); vazão de 7,2 mL min-1; bobina de 30 cm; THB 0,05% (m/v); a 
vazão de ar na 10 L min-1 e de acetileno de 3,0 L min-1 na chama; vazão de argônio no separador 
gás-líquido de 88 mL min-1; volume injetado de 1,6 mL. — Asi(III); — Asi(V). 
 

As barras de erro (estima do desvio padrão) não aparecem na Figura 10, pois ficaram 

muito pequenas frente à própria Figura. 

 
Figura 11: Curvas analíticas obtidas empregando ar como carregador (n=5). Condições fixadas: 
meio diluente HCl 2% (v/v); vazão de 7,2 mL min-1; bobina de 30 cm; THB 0,05% (m/v); vazão de ar 
na chama de 10 L min-1; a de acetileno de 3,0 L min-1 e a vazão de argônio no separador gás-líquido 
de 88 mL min-1; volume injetado de 1,6 mL. — Asi(III); — Asi(V). 
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Comparando as Figura 10 e Figura 11, nota-se uma maior sensibilidade utilizando ar 

como carregador. Isso se deve ao HCl diluir o THB em linha, e também promover sua 

decomposição antes da reação de geração de arsano. 

No entanto, observa-se na Figura 11 que para concentrações maiores de Asi(V) 

obtêm-se um sinal um pouco maior. Isso pode ser explicado também pela concentração de 

THB, que sendo menos diluído e decomposto em linha, pode se apresentar em 

concentrações favoráveis para pré-reduzir o Asi(V) a Asi(III) e formar arsano, como podemos 

observar na Equação 7 e na Equação 8 apresentadas anteriormente. Também utilizar ar 

como carregador diminui a dispersão da zona de amostragem devido à presença de bolhas 

antes e depois da mesma, transformando-se em um sistema mono segmentado [48,49]. 

Os limites de detecção e quantificação foram calculados de acordo com as 

recomendações da IUPAC [50]. Utilizando ar como carregador, obtivemos valores menores 

para estes, pois o seu cálculo está relacionado diretamente com a sensibilidade do método. 

 Assim, o emprego de ar como carregador aumentou a sensibilidade do método e 

melhorou os limites de detecção e quantificação, sendo, por isso, utilizado nos demais 

estudos como carregador. 

 

5.2 Otimização do meio diluente dos padrões e amostras 

 

 Para a avaliação da solução de HCl 2% (v/v) como meio diluente dos padrões e ar 

como carregador, os resultados são os mesmo apresentados na Figura 11. 

 Uma curva analítica com concentrações de Asi(III) entre 20 a 100 µg L-1 e outra nas 

mesmas concentrações de Asi(V) foi obtida empregando tampão citrato pH=4,5 como meio 

diluente. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 12. 
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Figura 12: Curvas analíticas obtidas empregando tampão citrato pH 4,5 como meio diluente (n=5). 
Condições fixadas: carregador ar; vazão de 7,2 mL min-1; bobina de 30 cm; THB 0,05% (m/v); vazão 
de ar de 10 L min-1 e de acetileno de 3,0 L min-1 na chama; vazão de argônio no separador gás-
líquido de 88 mL min-1; volume injetado de 1,6 mL. — Asi(III); — Asi(V). 
 

Os limites de detecção e quantificação foram calculados conforme apresentado na de 

acordo com as recomendações da IUPAC [50]. 

 Observando a Figura 12, nota-se uma sensibilidade muito maior para a curva 

empregando tampão citrato pH 4,5 (20% (m/v) de ácido cítrico, ca. 1,04 mol L-1 de ácido 

cítrico) como meio diluente quando comparada com a curva apresentada na Figura 11. Isso é 

resultado da maior força iônica do meio. O ácido cítrico tem o pKa2 = 4,66, e, por isso, no pH 

4,5 podemos considerar apenas o equilíbrio apresentado na Equação 9 

 

9:;<=� ⇌	9;<=:� +	9
 Equação 9 

 

onde “Cit” representa o ânion citrato. 

 Como em pH 4,5 temos [H+] =3,16 x 10-5 mol L-1, e considerado que [H2Cit-] + [HCit2-] 

= 1,04 mol L-1 e [Na+] = [H2Cit-] +2[HCit2-], temos [H2Cit-] = 0,61 mol L-1, [HCit2-] = 0,43 mol L-1 

e [Na+] = 1,47 mol L-1. A fórmula utilizada para calcular a força iônica está apresentada na 

Equação 10 

 

> = ?
:@[A](BA):

 

Equação 10
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onde [A] representa a concentração de equilíbrio da espécie “A” e zA é a carga da espécie 

“A”. 

 Com isso, temos uma força iônica de 1,9 mol L-1 para a solução tampão citrato pH 4,5; 

para a solução HCl 2,0 %(v/v) (0,24 mol L-1, que implica em [H+] = [Cl-] = 0,24 mol L-1), a 

força iônica é de apenas 0,24 mol L-1, ca. 8 vezes menor que a do tampão. Ellis et. al. [51] 

observaram que com o aumento da força iônica, obtêm-se uma maior evolução de arsano do 

meio aquoso (efeito Salting-out). Além disso, com o aumento do pH (tampão pH = 4,5; HCl 

2% (v/v) pH = 0,62), é esperado uma menor formação de H2 pela decomposição do THB, 

diluindo-se menos o arsano na fase gasosa. 

 Observando ainda a Figura 12, vemos que o As(V) não apresentou sinal em pH 4,5. 

Isso se deve ao fato de todo o As(V) se encontrar como H2AsO4
-, enquanto que em pH 0,62  

ele ainda se encontra ca. 97,6 % na forma H3AsO4 e 2,4% na forma de H2AsO4
- (vide Figura 

13). Observando a Equação 7 vemos que a espécie reativa com tetraidridoborato(1-) é a 

espécie molecular H3AsO4. O Asi(III), por outro lado, ainda se encontra como espécie 

molecular H3AsO3 (vide Figura 14).  

 

 
Figura 13: Distribuição teórica das espécies em equilíbrio em função do pH para Asi(V), calculado 
nesta dissertação à partir dos respectivos pKa’s do ácido arsênico: — H3AsO4; — H2AsO4

-; — 
HAsO4

2-; — AsO4
3-. 
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Figura 14: Distribuição teórica das espécies em equilíbrio em função do pH para Asi(III), calculado 
nesta dissertação à partir dos respectivos pKa’s do ácido arsenoso: — H3AsO3; — H2AsO3

-; — 
HAsO3

2-; — AsO3
3-. 

 

A Figura 15 apresenta o mecanismo de geração de arsano a partir do ácido arsênico, 

adaptado do proposto por D’Ulivo et al. [52]. 

 
Figura 15: Mecanismos de geração de arsano à partir do ácido arsênico, adaptado do proposto por 
D’Ulivo et al. [52] . 
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Observando a Figura 15, nota-se que o início do mecanismo de redução do ácido 

arsênico é a condensação deste com o THB; a remoção do próton deve dificultar a tal 

condensação, pois as cargas negativas geradas devem se repelir. Além disso, com uma 

baixa concentração de THB, a probabilidade que ocorram colisões entre as duas espécies 

diminui. 

Ainda observando a Equação 7, vemos que a redução de Asi(V) para Asi(III) é também 

dependente do pH (vide Figura 16). 

 
Figura 16: Diagrama EH x pH teórico para as espécies de arsênio inorgânico, calculado nesta 
dissertação à partir dos respectivos pKa’s dos ácidos arsênico e arsenoso e do potencial padrão de 
oxirredução entre eles 

 

Observando a Figura 16, vemos que o potencial de equilíbrio (potencial quando as 

concentrações são iguais) da reação de oxirredução do arsênio se altera com o aumento de 

pH, necessitando de redutores mais poderosos para ser reduzido Asi(V) a Asi(III). 

Com o que é demonstrado pelas Figura 13 e Figura 16, em pH 4,5 as condições para 

que ocorra a reação apresentada na Equação 7 são totalmente desfavoráveis pelos 

equilíbrios ácido-base e redox. 

Com base em todos esses dados, conclui-se que o tampão citrato pH 4,5 é o meio 

mais adequado para a especiação de arsênio. 
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5.3. Otimização da vazão do carregador: 

 

 Utilizando como meio diluente tampão citrato e ar como carregador, determinou-se a 

melhor vazão de bombeamento, injetando uma solução de Asi(III) 50 µg L-1. Inicialmente foi 

feito um teste mais amplo, medindo-se o sinal analítico nas vazões 3,5 , 7,2 , 10,6, 14,4 e 

17,4 mL min-1. Foi observado um maior sinal para a vazão de 7,2 mL min-1, porém, não 

ocorria o retorno do sinal à linha base. Já a vazão de 10,6 mL min-1 ocorria o retorno do sinal 

à linha base, porém com uma menor absorbância integrada. Então, foi feito um ajuste fino, 

com medidas em 8,1 , 9,0 e 9,9 mL min-1. Os resultados estão apresentados na Figura 17. 

 

Figura 17: Sinal analítico médio (n=5) para um padrão de Asi(III) 50 µg L-1 em função da vazão do 
carregador. Condições fixadas: carregador ar; meio diluente tampão citrato pH 4,5; bobina de 30 cm; 
THB 0,05% (m/v); vazão de ar de 10 L min-1 e de acetileno de 3,0 L min-1 na chama; vazão de 
argônio no separador gás-líquido de 88 mL min-1; volume injetado de 1,6m L.  
 

 O sinal analítico aumento como aumento da vazão até 9,0 mL min-1, pois, 

provavelmente, a baixa vazão fazia com que a reação ocorre-se antes de todo o volume 

injetado atingisse o separador gás-líquido, diminuindo a eficiência do transporte dos gases 

até o tubo metálico durante a janela de leitura do espectrômetro de absorção atômica (ca. 

1minuto). Após o valor de 9,0 mL min-1, o sinal começa a cair, pois a alta vazão faz com que 

o volume de padrão injetado não atinja o separador gás-líquido na maior eficiência de 

reação, tendo menos arsano produzido para ser levado ao tubo metálico.  
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 Embora 9,0mL min-1 apresentou o maior sinal, o valor de vazão ótima foi o de 9,9 mL 

min-1, pois este apresentava um retorno mais rápido do sinal a linha base, apresentando a 

melhor compromisso entre o sinal analítico e o desenvolvimento da reação (vide Figura 18).  

 

 
Figura 18: Absorbância em função do tempo de leitura para as vazões: — 9,0 mL min-1; — 9,9 mL 
min-1. 
 

5.4. Otimização do comprimento da bobina de reação 

 

 Utilizando ar como carregador, tampão citrato pH 4,5 e a uma vazão de carregador de 

9,9 mL min-1, injetou-se um solução de Asi(III) 50 µg L-1 no sistema variando o comprimento 

da bobina de reação. Os comprimentos testados foram 30, 60, 90 e 120 cm. Os resultados 

estão apresentados na Figura 19.  
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Figura 19: Sinal analítico médio (n=5) para um padrão de Asi(III) 50 µg L-1 em função do 
comprimento da bobina de reação. Condições fixadas: carregador ar; meio diluente tampão citrato 
pH 4,5; vazão de 9,9 mL min-1; THB 0,05% (m/v); vazão de ar de 10 L min-1 e de acetileno de 3,0 L 
min-1 na chama; vazão de argônio no separador gás-líquido de 88 mL min-1; volume injetado 1,6 mL 
  

 Embora a bobina de 90 cm apresentou o maior sinal médio (1,257 A s), também 

houve uma maior dispersão de resultados (estimativa do desvio padrão - σn-1 = 0,139). As 

bobinas de 60 e 120 cm apresentaram sinais médios (1,200 e 1,224 A s, respectivamente) e 

dispersão de resultados (estimativa do desvio padrão - σn-1 de 0,091 e 0,093, 

respectivamente) na mesma ordem, porém, a bobina de 120 cm apresentou menor ruído pois 

chegou-se a uma condição mais homogênea, sendo esta escolhida para dar continuidade ao 

trabalho. 

 

5.5. Otimização de concentração de tetraidridoborato(1-) (THB) de sódio 

 

 Utilizando ar como carregador, tampão citrato pH 4,5, a uma vazão de carregador de 

9,9 mL min-1 e uma bobina de reação de 120 cm, injetou-se um solução de Asi(III) 50 µg L-1 

no sistema variando a concentração da solução de THB. As concentrações testadas foram 

0,05 , 0,10, 0,20 e 0,30 % (m/v), preservadas em NaOH 0,05 % (m/v) e bombeadas à metade 

da vazão do carregador. Os resultados estão apresentados na Figura 20. 
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Figura 20: Sinal analítico médio (n=5) para um padrão de Asi(III) 50 µg L-1 em função da 
concentração de THB. Condições fixadas: carregador ar; meio diluente tampão citrato pH 4,5; vazão 
de 9,9 mL min-1; bobina de 120 cm; a vazão de ar de 10 L min-1 e de acetileno de 3,0 L min-1 na 
chama; vazão de argônio no separador gás-líquido de 88 mL min-1; volume injetado 1,6 mL. 
 

 Apesar da concentração de 0,30 % ter apresentado o maior sinal, o perfil do sinal 

apresentado não era adequado (vide Figura 21). 

 

 
Figura 21: Absorbância em função do tempo de leitura para cada uma das concentrações de THB 
testadas: — 0,05%(m/v); — 0,10%(m/v); — 0,20%(m/v); — 0,30%(m/v); 
  

Esse comportamento para as concentrações de 0,20 e 0,30 % deve-se ao fato do 

excesso de THB decompor-se, aumentando a quantidade de H2 gasoso na bobina, causando 

um aumento de pressão, o que causaria uma grande dispersão do fluido na bobina, e, 
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consequentemente, dispersão do arsano formado. Por esse motivo, a concentração de 

0,10% foi escolhida como ótima para as próximas etapas. 

 

5.6. Otimização da vazão de ar e acetileno na chama 

 

 Utilizando ar como carregador, tampão citrato pH 4,5, a uma vazão de carregador de 

9,9 mL min-1, uma bobina de reação de 120 cm e uma solução de THB de 0,10% (m/v), 

injetou-se um solução de Asi(III) 50 µg L-1 no sistema variando a vazão de ar na chama do 

equipamento de absorção atômica. Os resultados estão apresentados na Figura 22. 

 Observa-se um aumento do sinal e uma diminuição da dispersão de resultados 

(considerendo a estimativa do desvio padrão da média) com um aumento da vazão de ar na 

chama até o valor de 10 L min-1, o que indica que a concentração de oxidante necessária 

está atingindo o valor ideal para decomposição e atomização do arsano. A partir do valor de 

10 L min-1, observa-se uma ligeira queda do sinal, pois a alta vazão de ar pode remover os 

átomos de arsênio centro do tubo, ou também começar a formação de As2O3 [29], diminuindo 

a intensidade do sinal analítico. 

 Utilizando ar como carregador, tampão citrato pH 4,5, a uma vazão de carregador de 

9,9 mL min-1, uma bobina de reação de 120 cm, uma solução de THB de 0,10% (m/v) e uma 

vazão de ar na chama de 10 L min-1, injetou-se um solução de Asi(III) 50 µg L-1 no sistema, 

variando a vazão de acetileno na chama do equipamento. Os resultados estão apresentados 

na Figura 23. 

 Como pode ser notado pela Figura 23, ocorre um aumento significativo do sinal 

quando se aumenta a vazão de acetileno na chama de 2,0 para 3,0 L min-1. Entretanto, na 

vazão de 4,0 L min-1, a dispersão dos resultados (estimativa do desvio padrão) se torna 

muito alta, não sendo aceitável para um trabalho analítico (σn-1 = 1,24) Isso se deve ao fato 

da chama se tornar muito emissiva e redutora com esse aumento na vazão de acetileno, o 

que não favorece a decomposição térmica do arsano. Os sinais obtidos não passavam de 

ruído causado pela própria emissividade da chama. 
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Figura 22: Sinal analítico médio (n=5) para um padrão de Asi(III) 50 µg L-1 em função da vazão de ar 
na chama. Condições fixadas: carregador ar; meio diluente tampão citrato pH 4,5; vazão de 9,9 mL 
min-1; bobina de 120 cm; concentração de THB de 0,10% (m/v); vazão de acetileno de 3,0 L min-1 na 
chama; vazão de argônio no separador gás-líquido de 88 mL min-1; volume injetado 1,6 mL. 
  

 

Figura 23: Sinal analítico médio (n=5) para um padrão de Asi(III) 50 µg L-1 em função da vazão de 
acetileno na chama, fixando. Condições fixadas: carregador ar; meio diluente tampão citrato pH 4,5; 
vazão de 9,9 mL min-1; bobina de 120 cm; concentração de THB de 0,10% (m/v); vazão de ar em 
10,0 L min-1 na chama; vazão de argônio no separador gás-líquido de 88 mL min-1; volume injetado 
1,6 mL. 
  

Como resultado final da composição da chama, obteve-se uma vazão de ar de 10,0 L 

min-1 e uma vazão de acetileno de 3,0 L min-1. Essa é a mesma composição otimizada por 

Klassen et al. [29], o que demonstra que a rota de atomização do arsano não foi alterada 

mesmo com as modificações realizadas no sistema até o momento. 
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5.7. Otimização da vazão de argônio no separador gás-líquido 

 

 Utilizando ar como carregador, tampão citrato pH 4,5, a uma vazão de carregador de 

9,9 mL min-1, uma bobina de reação de 120 cm, uma solução de THB de 0,10% (m/v) e uma 

vazão de ar na chama do equipamento de absorção atômica de 10,0 L min-1 e de acetileno 

de 3,0 L min-1, injetou-se um solução de Asi(III) 50 µg L-1 no sistema, variando a vazão de 

argônio no separador gás-líquido. Os resultados estão apresentados na Figura 24. 

 
Figura 24: Sinal analítico médio (n=5) para padrão de Asi(III) 50 µg L-1 em função da vazão de 
argônio do separador gás-líquido. Condições fixadas: carregador ar; meio diluente tampão pH 4,5; 
vazão 9,9 mL min-1; bobina 120 cm; THB 0,10% (m/v); ar na chama de 10,0 L min-1 e acetileno 3,0 L 
min-1; volume injetado 1,6 mL. 

 

Observa-se na Figura 24 que a eficiência de transferência do arsano aumentou 

quando a vazão de argônio aumentou de 88 para 128 mL min-1, porém, diminuiu quando 

aumentada para 160 mL min-1. Essa queda deve-se ao fato do arsano não estar em sua 

totalidade no feixe de radiação. Figueiredo et al. [24], também observaram que a temperatura 

do tubo na região próxima a entrada do capilar diminui em relação à regiões mais afastadas. 

Isso deve-se ao fato da alta vazão de argônio diminuir a temperatura da região , afetando 

sua atomização do hidreto. Por isso, o valor otimizado para a vazão de argônio no separador 

gás - liquido foi fixada em 128 mL min-1. 

A Tabela 7 apresenta todas as condições otimizadas para o sistema FI-HG-MF-AAS. 
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Tabela 7: Condições otimizadas para o novo sistema FI-HG-MF-AAS 

Parâmetro Condição otimizada 

Carregador ar 

Meio diluente para padrões/amostra 
Tampão citrato (20% (m/v) em ácido cítrico) 

pH = 4,5 
Vazão de carregador 9,9 mL min-1 

Comprimento da bobina de reação 120 cm 
Concentração de redutor 

tetraidridoborato(1-) de sódio (THB) 
0,1 % (m/v) 

Vazão de ar na chama 10,0 L min-1 
Vazão de acetileno na chama 3,0 L min-1 

Vazão de argônio no separador gás-líquido 128 mL min-1 

  

5.8. Desempenho analítico 

 

Nas condições otimizadas, uma nova curva analítica foi construída, apresentada na 

Figura 25. 

 

 
Figura 25: Curva analítica obtida nas condições otimizadas apresentadas na Tabela 7 
 

Os limites de detecção e quantificação foram calculados de acordo com as 

recomendações da IUPAC [50], sendo de 2,0 e 6,6 µg L-1, respectivamente 

Um teste de recuperação, utilizando o material certificado NIST 1643e, Traço de 

elementos em água, contendo 60,45 µg L-1 de arsênio total (vide Anexo I), foi realizado, 
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adicionando a 10 mL da amostra, 10 mL do tampão citrato pH 4,5 (50% (m/v) em ácido 

cítrico) para ajuste de pH e força iônica e avolumando-se para 25mL com água deionizada. O 

resultado para esse material certificado foi menor que o limite de detecção do método, que 

indica que a amostra possui uma baixa concentração de Asi(III). 

 

5.9. Otimização do pré-redutor 

 

Na evidência de ausência de Asi(III) no material, realizou-se um estudo para verificar 

se seria possível reduzir Asi(V) a Asi(III) no meio de estudo. Para isso, adicionou-se a uma 

solução de Asi(V) 50µg L-1 preparada em tampão citrato pH 4,5 (20% (m/v) de ácido cítrico), 

pré-redutores encontrados na literatura: combinação de acido ascórbico e iodeto de potássio 

[29], tiossulfato de sódio [53], cloridrato de hidroxilamina [54], L-cisteína [55] e tiouréia [56], e 

todos sendo analisadas nas condições otimizadas do método. Os resultados estão 

apresentados na Figura 26. 

 

 
Figura 26: Comparação entre os pré-redutores para o sistema FI-HG-MF-AAS proposto:  Asi(III); 

 Asi(V);  Asi(V) + KI 2% (m/v) + ác. ascórbico 4%(m/v);  Asi(V) + Na2S2O3 2% (m/v);  Asi(V) 
+ NH2OH.HCl 2% (m/v);  Asi(V) + L-cisteína 2% (m/v);  Asi(V) + tiouréia 2% (m/v).  

 

Como podemos observar na Figura 26, apenas a L-cisteína foi capaz de converter 

Asi(V) em Asi(III) em pH 4,5 (redução de ca. 72,4%). Os demais redutores apresentaram 

seus sinais abaixo do limite de quantificação do método. 
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Os potenciais dos redutores no tampão citrato pH 4,5 foram medidos contra um 

eletrodo de platina com referência Ag/AgCl. Os resultados estão apresentados na Tabela 8. 

 

 Tabela 8: Potenciais dos redutores em pH 4,5 

Redutor 
EPt/Ag/AgCl 

(mV) 
E (V) 

Razão  
[H3AsO3]/[H3AsO4] 

(*) 

Conc. Asi(III) 
esperada (µµµµg L-1) 

(**) 

KI 2% (m/v) + Ác. 
Acorbico 4% (m/v) 

-72,0 0,127 4,41x105 50,00 

Na2S2O3 2%(m/v) 76,9 0,276 3,95 39,90 
NH2OH.HCl 2% (m/V) 19,7 0,219 3,43Ex102 49,85 
L-cisteína 2% (m/v) -120,7 0,078 1,97x107 50,00 
Tiouréia 2% (m/v) 31,6 0,231 1,36x102 49,63 

(*) Valor esperado, calculado de acordo com a Equação 4  
(**) Valor esperado, considerando-se concentração de arsênio total de 50 µg L-1  

 

É interessante observar que, de acordo com os dados apresentados na Tabela 8, com 

exceção do Na2S2O3, todos os redutores deveriam ser capazes de reduzir praticamente em 

sua totalidade o Asi(V) para Asi(III). Entretanto, como apresentado na Figura 26, apenas a L-

cisteína apresentou essa capacidade. Provavelmente fatores cinéticos, como velocidade de 

reação, estão impedindo tal redução para os demais redutores, ou a L-cisteína tenha um 

caráter sinérgico quando associada ao THB, ou até mesmo que a alta afinidade de Asi(III)  

por grupos sulfidrilas seja tão forte que a própria L-cisteína reduza o Asi(V) para que ocorra 

essa interação. Gonzalez et al. [47], que também utilizaram o tampão citrato pH 4,5 para 

determinação de Asi(III), utilizaram ácido tioglicólico como pré-redutor, outra molécula que 

apresenta grupos sulfidrilas em sua estrutura (vide Figura 27 ) 

 

 

HS OH

O

NH2  

HS
OH

O

 

(a) (b) 
  

Figura 27: Estrutura molecular de (a) L-cisteína e (b) ácido tioglicólico 
. 
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Com o melhor pré-redutor determinado, otimizou-se a concentração de L-cisteína para 

maximizar a pré-redução de Asi(V) para Asi(III), variando a concentração de pré-redutor de 

0,5 até 5,0% ((m/v)). Os resultados estão apresentados na Figura 28. 

 
Figura 28: Recuperação média (n=5) para padrão de 50 µg L-1 de Asi(V) em função da concentração 
de L-cisteína no meio, nas condições otimizadas apresentadas na Tabela 7. 
 

 Como pode ser observado na Figura 28, com o aumento da concentração de L-

cisteína, ocorreu um aumento da recuperação, significando um aumento da redução de 

Asi(V) para Asi(III), porém, as dispersões de resultados também foram altas. É valido lembrar 

que Asi(III) tem alta afinidade por agrupamentos sulfidrilas[7], presente na molécula de L-

cisteína, formando um complexo. A variação da concentração de L-cisteína no meio pode 

causar alterações na razão de Asi(III) livre : Asi(III) complexada, causando tais dispersões de 

sinais. A melhor relação redução/dispersão foi para a concentração de 3% (m/v) (97,4 + 6,6 

%). Para a concentração de 5% (m/v), obteve-se uma recuperação de 118 + 7%, 

considerada já muito alta, pois a alta concentração de L-cisteína deve alterar os parâmetros 

de evolução do arsano, não sendo mais compatível com a curva analítica. 

 Com a concentração de L-cisteína otimizada, repetiu-se o teste com material 

certificado NIST1643e, Traço de elementos em água, da mesma maneira descrita no item 

5.8. O resultado obtido foi de 60,5 + 3,3 µg L-1, que significa uma recuperação de 100% de 

As. Isso também significa de 100% do arsênio presente no material certificado NIST1643e é 

da espécie Asi(V). 

 



Dissertação de mestrado Eraldo Luiz Lehmann 

47 

 

5.10. Extração assistida por Micro-onda:  

 

Com o método otimizado, partiu-se para fase de extração assistida por micro-onda. O 

programa utilizado inicialmente foi o apresentado na Tabela 6. 

O material certificado utilizado para esse teste de extração foi o BCR 414, Plâncton. A 

concentração de arsênio total nesse material é de 6,82 µg g-1. Para a extração, 100 mg 

desse material foram pesados em um frasco de PTFE próprio para forno de micro-onda. 

Foram adicionados 10 mL de água deionizada e aplicado o programa apresentado na Tabela 

6. Após resfriar, o extrato foi filtrado e avolumado a 25 mL em um balão volumétrico com 

água deionizada e esta solução foi analisada em um Espectrômetro de Absorção Atômica 

com atomização Eletrotérmica em Forno de Grafite (GF-AAS) Perkin Elmer AA600 para a 

determinação do total de arsênio extraído, utilizando o programa de atomização 

recomendado pelo fabricante (vide Tabela 2). Os resultados estão apresentados na Tabela 9. 

  
Tabela 9: Resultados da extração de arsênio 

Replicata Massa (g) 
Conc. Esperada 

(µµµµg L-1) 
Conc. Obtida 

(µµµµg L-1) 
Eficiência de 
extração (%) 

1 0,1008 27,50 25,40 92,4 
2 0,1037 28,29 26,30 93,0 
3 0,1002 27,33 25,60 93,8 
 

Devido à alta recuperação já observada logo no início, esse programa foi testado para 

a extração de arsênio para análise de especiação. Para isso, mais 100 mg do material foram 

submetidos ao programa de extração apresentado na Tabela 5. Soluções de Asi(III) e Asi(V) 

(125 µL de uma solução de 5 mg L-1 de cada espécie, equivalente a 625 ng  de As, 

esperando uma concentração de 25 µg L-1 de As após avolumar) também passaram 

individualmente pelo mesmo programa para verificar se a radiação micro-onda pode alterar a 

oxidação das espécies. Após a filtragem, mas antes de avolumar para 25 mL, foram 

adicionados 10 mL de uma solução tampão pH 4,5 (50% (m/v) de ácido cítrico) para ajustar o 

pH e a força iônica do extrato com a da curva analítica. Um branco foi realizado com apenas 

10 mL de água deionizada. Após análise em triplicada pelo sistema FI-HG-MF-AAS nas 

condições otimizadas apresentadas na Tabela 6, os resultados para cada replicata de 

extração foram analisados utilizado tabela ANOVA, com limite de 95% de confiabilidade. Os 
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resultados observados para a solução de Asi(III) encontram-se na Tabela 10, enquanto o 

Branco de extração, solução de Asi(V) e extrato do material certificado BCR414 tiveram 

resultados abaixo do limite de quantificação. 

 

Tabela 10: Resultados obtidos para o padrão de Asi(III) 25 µg L-1 

Replicata C1 (µµµµg L-1) C2 (µµµµg L-1) C3 (µµµµg L-1) 

Padrão Asi(III) 1 18,5 23,0 21,3 
Padrão Asi(III)  2 18,8 18,5 25,3 
Padrão Asi(III)  3 19,4 17,3 21,3 

 

Utilizando a Analise de Variância ANOVA, que todos os resultados são 

estatisticamente iguais ao nível de 95% de confiança, já que Fcalculado < Fcrítico. 

Na média, a recuperação para o padrão de Asi(III) foi de 81,6 + 0,1%, enquanto que 

Asi(V) não foi detectado, por isso, conclui-se que a radiação micro-onda não reduz Asi(V) 

para Asi(III), mas não podemos confirmar o contrário. Conclui-se, também, que o material 

BCR414 apresenta uma concentração de Asi(III) inferior à 1,65 µg g-1, levando-se em 

consideração o limite de quantificação do método. 

 O potencial das soluções foi medido após a extração contra um eletrodo de platina 

com Ag/AgCl como referência para estimar a razão H3AsO3/H3AsO4 (Vide Equação 4). Os 

resultados se encontram na Tabela 11. Os procedimentos adotados foram os mesmos 

descritos anteriormente, incluindo as quantidades de plâncton, Asi(III) e Asi(V). 
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Tabela 11: Calculo da razão H3AsO3/H3AsO4
 pelo potencial do meio, utilizando a Equação 4 

Solução pH 
EPt/Ag/AgCl 

(mV) 
E (V) 

Razão 
H3AsO3/H3AsO4 

Conc. Asi(III) 
esperada (µµµµg L-1) 

(*) 

Asi(III) em água 1,95 428,2 0,650 6,14x10-07 2,05 x10-13 
Asi(III) em tampão 4,50 256,9 0,479 3,93 x10-08 1,31 x10-14 

Asi(V) em água 2,47 398,1 0,620 5,87 x10-07 1,96 x10-13 
Asi(V) em tampão 4,50 250,0 0,472 6,15 x10-08 2,05 x10-14 
Plâncton em água 
(0,1014g/25mL) 

6,15 225,3 0,447 1,85 x10-08 6,16 x10-15 

Plâncton em 
tampão 

(0,1023g/25mL) 
4,50 238,1 0,460 1,71 x10-07 5,70 x10-14 

branco em água 2,78 417,6 0,640 2,71 x10-08 ---- 
branco em tampão 4,50 266,5 0,489 3,07 x10-08 ---- 

(*) Valor esperado, considerando-se concentração de arsênio total de 25 µg L-1 

  

Os resultados observados são diferentes dos reportados por Johnson em 1972 [12]. 

Porém, ainda revela que podem existir discrepâncias entre os valores observados pela 

equação de Nernst e os reais determinados em águas naturais , os quais Johnson atribuiu à 

presença de algas com capacidade redutora no meio. Mas como a equação de Nernst mede 

apenas parâmetros termodinâmicos, podem existir parâmetros cinéticos para a oxidação do 

H3AsO3 para H3AsO4 pela ação do oxigênio do ar que impeçam essa oxidação. 

 Para verificar-se a presença de Asi(V), bem como a oxidação de Asi(III) à Asi(V) 

durante a extração, repetiu-se o processo de extração detalhado anteriormente, porém, 

adicionando-se L-cisteína nos extratos à uma concentração de 3% (m/v) antes das análises. 

Os resultados encontram-se nas Tabelas Tabela 12, Tabela 13, Tabela 14. 

 

Tabela 12: Resultados obtidos para o padrão de Asi(III) 25 µg L-1 com L-cisteína 

Replicata C1 (µµµµg L-1) C2 (µµµµg L-1) C3 (µµµµg L-1) 

Padrão Asi(III) 1 28,5 30,8 28,0 
Padrão Asi(III)  2 30,0 26,9 27,3 
Padrão Asi(III)  3 22,0 22,8 23,6 
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Tabela 13: Resultados obtidos para o padrão de Asi(V) 25 µg L-1com L-cisteína 

Replicata C1 (µµµµg L-1) C2 (µµµµg L-1) C3 (µµµµg L-1) 

Padrão Asi(V) 1 27,7 26,6 22,0 
Padrão Asi(V) 2 28,0 23,6 20,0 
Padrão Asi(V) 3 25,4 18,3 24,5 

 

Tabela 14: Resultados obtidos para o extrato de BCR414 com L-cisteína 

Replicata Massa (g) C1 (µµµµg g-1) C2 (µµµµg g-1) C3 (µµµµg g-1) 

BCR414-1 0,1011 4,5 3,1 3,2 
BCR414-2 0,1012 4,5 4,7 2,9 
BCR414-3 0,1015 3,9 3,4 3,8 

 

 Os valores foram novamente comparados pela análise de variância ANOVA. Para os 

resultados obtidos para o Asi(V) (Tabela 13) e extrato de plâncton (Tabela 14), eles podem 

ser considerados estatisticamente iguais ao nível de 95%.  A recuperação de Asi(V) foi na 

média de 24,0 µg L-1 (σn-1 = 3,4), representando uma recuperação de cerca 96 %. Para o 

plâncton, a média foi de 3,8 µg g-1 (σn-1 = 0,7), o que nos indica que cerca de 55,7% do 

arsênio presente no material certificado BCR414 é Asi(V). 

 Para os extratos de Asi(III), a análise de variância ANOVA apresentou Fcalculado > Fcritico. 

Isso significa que os resultados não pertencem à mesma amostra. Entretanto, comparando 

apenas os valores obtidos para a primeira e segunda extração (vide Tabela 12, as linhas 

Padrão Asi(III) 1 e padrão Asi(III) 2), esse valores são estatisticamente iguais ao nível de 

95%. Problemas na transferência das soluções  nos frascos de PTFE do micro-onda podem 

ter causado a diferença entres os dois primeiros extratos e o terceiro. Na media das duas 

primeiras linhas, o valor encontrado  foi de 28,6 µg.L-1 (σn-1 = 1,5), representando uma 

recuperação de 114 + 6 %. É provável que durante a extração assistida por micro-onda 

possa ocorrer oxidação de uma parcela de Asi(III), visto que na determinação de Asi(III) no 

extrato sem a adição de L-cisteína a recuperação foi de 81,6 + 0,1%. 
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6. CONCLUSÕES:  

 

 A formação de arsano à partir de arsênio pentavalente utilizando tetraidridoborato(1-) 

ocorre em duas etapas: a primeira é a pré-redução do ácido arsênico (H3AsO4) à acido 

arsenoso (H3AsO3), que na sequência reage novamente com o THB, formando AsH3. 

Utilizando uma solução tampão pH 4,5 pode-se inibir a primeira etapa da reação, pois a 

espécie prioritária de Asi(V) é o diidrogenoarsenato (H2AsO4
-). Essa espécie apresenta uma 

carga negativa, que deve repelir o THB, que também apresenta carga negativa.  Também 

uma baixa concentração de THB diminui a probabilidade de colisão entre as duas espécies. 

 O uso do tampão citrato com uma alta concentração melhorou a sensibilidade do 

método, pois a alta salinidade permite uma melhor evolução do arsano pelo efeito salting-out, 

que permite atingir um limite de quantificação de 6,6 µg L-1, atendendo as necessidades para 

as análises de potabilidade de águas, uma vez que o VMP de arsênio é 10 µg L-1. 

 Mesmo modificando-se as características do sistema de injeção em fluxo, a rota de 

atomização do arsano dentro do tubo de liga Inconel® aquecido sobre a chama de 

ar:acetileno não foi alterada. Entretando, variações na composição da chama alteram 

fortemente a repetibilidade do método. 

 Apesar de melhorar a seletividade para as espécies de arsênio inorgânico, o uso do 

pH em 4,5 estabilizou o Asi(V). Apenas com o uso de L-cisteína foi possível uma redução de 

Asi(V) à Asi(III). Entretando, a estabilidade do Asi(V) é cinética, ou seja, a L-cisteína deve 

apresentar um mecanismo diferente de redução, já que medindo-se os potenciais (parâmetro 

termodinâmico) das soluções contendo os redutores utilizados, apenas o tiossulfato de sódio 

não seria um redutor muito eficiente.   

 A concentração de L-cisteína também é critica, uma vez que esta apresenta um 

agrupamento sulfidrila que tem alta afinidade por Asi(III). Sua concentração pode afetar a 

relação Asi(III) livre: Asi(III) complexado, que pode afetar a eficiência de formação de AsH3. 

 O uso da extração assistida por micro-onda em frasco fechado apresentou-se uma 

estratégia interessante para o preparo de amostra para analise de arsênio. Sem o uso de 

algum ácido ou oxidante, obteve-se uma alta e rápida recuperação de As de uma matriz de 

plâncton apenas com água, tornando-a interessante quando a concentração de ácido 
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influenciar a determinação e também pode danificar o equipamento no qual será realizada a 

determinação. 

 Em relação ao seu uso para preparo de amostra, a extração assistida por micro-onda 

em frascos fechados também aparenta ser uma estratégia plausível. Mesmo podendo formar 

ácidos e peróxido durante o programa de extração, a espécie de Asi(III) não sofreu alteração, 

pelo menos não foi oxidada completamente. Mesmo as soluções apresentando potenciais 

nos quais a espécie predominante seria o Asi(V), foi possível detectar e até quantificar Asi(III) 

em uma solução padrão do mesmo. Contudo, a recuperação foi de cerca de 81%, que indica 

que uma parte dessa espécie pode ter sido oxidada. 

 O material utilizado para as extrações (BCR414 – Traço de elementos em plâncton) 

possui valor de certificação de As de 6,82 µg g-1. Deste total, 6,34 µg g-1, são espécies 

solúveis de arsênio. A concentração de Asi(III) nesse material é inferior a 1,65 µg g-1, 

enquanto o Asi(V) apresenta-se na concentração 3,8 µg g-1 (ca. 55,7%). O restante devem 

ser espécies orgânicas de arsênio (espécies metiladas, arsenoaçúcares), o que abre 

perspectivas de aprimoramento deste trabalho de Dissertação. 
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